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RESUMEN

Las bacterias patdgenas son microorganismos unicelulares que llegan a representar un
grave problema para la salud de los seres vivos. Las infecciones bacterianas se pueden tratar
con antibioticos, que se clasifican como bactericidas, si matan bacterias, 0 como
bacterioestaticos, si solo detienen el crecimiento. Existen diversos agentes naturales que
presentan propiedades bactericidas, como las arcillas cationicas o las anionicas de tipo
hidrotalcita. Este trabajo se dividio en dos partes: la primera (Capitulo 2) se enfocé a la
sintesis por coprecipitacion y posterior tratamiento de ultrasonido de hidrotalcitas de ZnAl y
CuZn a diferentes relaciones molares M'"/M"' de 4:1, 3:1 y 2:1 para formar compdsitos
conformados por hidrotalcita y poliacrilato de sodio con una relacion porcentual 90/10,
resultando en sélidos para aplicacion en medicina. Los nuevos compdsitos fueron probados
con la bacteria Corynebacterium ammoniagenes bacteria que se encuentra en la orina y que
puede provocar infecciones. Debido a la eficiencia de estos compdsitos se podrian usar en
pafiales para adultos para disminuir o eliminar las infecciones y los malos olores causados
por esta bacteria. Las pruebas bactericidas se probaron por una modificacion del Método
Kirby Bauer.

La segunda parte del trabajo (Capitulo 3) se enfoco a la sintesis de nuevos materiales
conformados por melanina y arcillas de tipo catidnica y anionica. Estos materiales fueron
evaluados en la eliminacion del hongo Trichophyton mentagrophytes causante de infecciones
epidérmicas. Los nuevos materiales hibridos obtenidos se caracterizaron por difraccion de
rayos X, por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, microscopia
electronica de barrido, fisisorcion de nitrégeno y analisis termogravimétrico. Las pruebas
antibacterianas demostraron que los materiales hibridos Mel-HT y Mel-Hall presentaron
actividad fungicida con concentraciones minimas de 4.0 mg/mL y 2.5 mg/mL,
respectivamente, indicando la alta actividad tanto de la arcilla anionica como de la cationica,

en donde esta Ultima resultdé mas efectiva.



ABSTRACT

Pathogenic bacteria are single-celled microorganisms that represent a serious problem
for the health of living beings. Bacterial infections can be treated with antibiotics, which are
classified as bactericidal if they kill bacteria, or as bacteriostatic if they only stop growth.
There are several natural agents howing bactericidal properties, such as cationic clays or
hydrotalcite-type anionic clays. This work is divided into two parts: the first (Chapter 2)
focused on the synthesis by coprecipitation and subsequent ultrasound treatment of
hydrotalcites ZnAl and CuZn at different molar ratios M'/M"" of 4:1, 3:1 and 2:1 to form
composites made of hydrotalcite and polyacrylate with a 90/10 percentage ratio, resulting in
original solids for application in medicine. The new composites were tested on
Corynebacterium ammoniagenes, a bacterium found in urine that can produce skin
infections. Considering the efficiency of these compounds, it could be used in adult diapers
to reduce infections and bad odors caused by this bacterium. The bactericidal tests were tested
by is a modification of the Kirby Bauer Method.

The second part of the work (Chapter 3) focused on the synthesis of new materials
made up of melanin and cationic and anionic clays. These materials were evaluated in the
elimination of the Trichophyton mentagrophytes fungus that causes epidermal infections.
The obtained new hybrid materials were characterized by X-ray diffraction, Fourier
transform infrared spectroscopy, scanning electron microscopy, nitrogen physisorption and
thermogravimetric analysis., antibacterial tests showed that the hybrid materials Mel-HT and
Mel-Hall showed activity against the fungus with minimum concentrations of 4.0 mg/mL

and 2.5 mg/mL respectively.



INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas se pueden tratar con antibidticos, que se clasifican como
bactericidas, si matan bacterias, 0 como bacterioestaticos, si solo detienen el crecimiento
bacteriano. Existen muchos tipos de antibioticos y cada tipo inhibe un proceso que difiere en
el patgeno con respecto al huésped. Los metales pesados y sus sales, como la plata, el nitrato
de plata o el cloruro de mercurio son agentes bactericidas muy eficaces y han sido utilizados
desde la antiguedad. Estos metales y sus sales son muy tdxicos y pueden afectar al medio
ambiente, por lo cual sus usos son restringidos o prohibidos. Elementos mas ligeros como el
zinc o cobre ejercen un efecto toxico sobre las bacterias, pero su uso no es tan dafiino al ser
humano como en el caso de los metales mas pesados, donde la plata, muy utilizada como
bactericida, es uno de los mas toxicos [Ishige y col., 2005]. Los metales mas ligeros pueden
integrar materiales sélidos complejos como lo son las arcillas, en donde los metales que
conforman la estructura laminar de las arcillas pueden ser progresivamente liberados del
material al contacto con un medio que contiene bacterias. Por esta particularidad, las arcillas
de tipo hidrotalcita pueden ejercer una alta actividad en la destruccién o inhibicion
microbiana [Lobo-Sanchez y col., 2018; Rocha Oliveira y col., 2015]. Parte de su efectividad
esta en la propiedad que tienen los metales para donar y aceptar electrones. Por lo cual, el
metal es capaz de alterar la integridad de las membranas celulares de los microorganismos,
causando oxidacién y por tanto dafios en los componentes grasos de su estructura. Por otra
parte, se sabe que el metal se liga a proteinas que los microorganismos requieren para su
funcionamiento y, al hacerlo, inhiben su crecimiento. El cobre, por ejemplo, inactiva
microorganismos de tipo hongos, levaduras, virus y bacterias [Lin y col., 1998]. Los metales
con actividad bactericida pueden presentarse directamente en la composicién de las arcillas
0 en moléculas que son adsorbidas en las arcillas que podrian aumentar la actividad

antimicrobiana.



JUSTIFICACION

Las enfermedades infecciosas son causadas por microorganismos patdgenos como
bacterias, virus, parésitos o los hongos. Estas enfermedades pueden transmitirse, directa o
indirectamente, de una persona a otra. Existen bacterias que habitan en la piel, boca, vias
respiratorias, en sistema digestivo o urinario. Para poder combatir estas enfermedades existen
compuestos organicos como los antibidticos los cuales pueden matar a los microorganismos,
pero tienen la desventaja de matar a los microorganismos no patégenos. Actualmente se estan
estudiando sélidos inorganicos que son menos dafinos a los sistemas vivos. Recientemente
se ha reportado el estudio de sélidos inorganicos como zeolitas, arcillas y éxidos metalicos
impregnados con metales pesados como la plata, el zinc o el cobre que se han utilizado
ampliamente para mostrar una alternativa en la eliminacion de microorganismos patdgenos
[Lobo-Sanchez y col.,2018]. Estos s6lidos exhiben altas propiedades bactericidas debido, en
parte, a sus altas areas de superficie que proporcionan un buen contacto con
microorganismos; sin embargo, el principal factor es su composicion quimica. Se ha
demostrado que los soportes inorganicos también contribuyen a la eliminacion de bacterias,
especialmente cuando los soportes presentan un carécter basico [Huang y col., 2005]. En la
actualidad, las arcillas estan siendo fabricadas a “medida del cliente”, es decir, con
propiedades especificas, en donde se programan la composicion quimica y la estructura
deseadas. Las propiedades de adsorcion y reactividad quimica son las mas demandadas a las
arcillas, pero la de intercambio i6nico también es muy importante. Con esta propiedad se
puede modificar ampliamente su estructura intercambiando las especies interlaminares
originales por especies con actividad microbiana como algunos antibiéticos. Es también a
partir de esta propiedad que derivan los dos principales tipos de arcillas, las catidnicas y las
anionicas (comunmente llamadas hidrotalcitas). Las primeras intercambian cationes y son
acidas mientras que las segundas intercambian aniones y son bésicas. Las catidnicas son
abundantes en la naturaleza, mientras que las anidnicas son escasas. Considerando que las
arcillas pueden ser modificadas estructural y quimicamente, estas pueden usarse para la
elaboracion de materiales capaces de albergar, por ejemplo, metales oligodinamicos,
responsables de inhibir y matar microorganismos patégenos como bacterias, hongos, etc.
Ademas, el carécter basico, dado por la presencia de grupos hidroxilos, puede promover el

ataque a los microorganismos a traves de la formacion de especies altamente oxidantes. Las
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arcillas, ricas en hidroxilos y albergando metales oligodinamicos en sus estructuras son
candidatos perfectos para empleo como agentes antimicrobianos. Es por esto que en este
trabajo se estudid la actividad antimicrobiana de arcillas catidnicas, anidnicas y compdsitos,
los cuales originan compuestos bioactivos empledndose contra bacterias y hongos que

provocan infecciones cutaneas [Segura-Pérez y col., 2020].



OBJETIVOS

General

Sintetizar hibridos de poliacrilato de sodio 0 melaninay arcillas cationicas, o anionicas
con diferentes composiciones y relaciones metalicas molares, para evaluarlos como agentes

antimicrobianos y fungicidas.

Particulares

o Sintetizar hidrotalcitas de composicion ZnAl y CuZnAl a diferentes
relaciones metalicas molares M'/M"' de 4:1, 3:1y 2:1.

o Sintetizar hibridos hidrotalcita/poliacrilato de sodio por los métodos:
mezcla mecénica de hidrotalcita con poliacrilato de sodio, sintesis directa
de hidrotalcita sobre poliacrilato de sodio, mezcla con gel precursor de
hidrotalcita con cristalizacion via ultrasonido y mezcla con gel precursor de
hidrotalcita via calentamiento convencional.

o Caracterizar las muestras por diferentes técnicas como difraccion de rayos
X, espectroscopia de infrarrojo, microscopia electronica de barrido,
fisisorcion de nitrogeno y andlisis térmicos.

o Evaluar la actividad antimicrobiana de los hibridos de poliacrilato frente a
la bacteria Corynebacterium ammoniagenes por el método Kirby Bauer
modificado.

o Sintetizar hibridos conformados por melanina y una hidrotalcita de ZnAl
3:1.

o Sintetizar hibridos conformados por melanina y haloisita de origen natural.

o Evaluar la actividad fungicida de los hibridos de melanina contra el hongo

Trichophyton mentagrophytes.

Vi



1. MARCO TEORICO

1.1. Microorganismos

Los microorganismos son los seres mas primitivos y numerosos que existen en la Tierra
ya que colonizan: el suelo, agua y aire. Participan de forma vital en todos los ecosistemas y
estan en interaccion continua con las plantas, los animales y el hombre. Los microorganismos
son clave para el funcionamiento de los sistemas biologicos y el mantenimiento de la vida
sobre el planeta, pues participan en procesos metabdlicos, ecoldgicos y biotecnoldgicos de
los cuales dependemos para sobrevivir y enfrentar los retos del futuro. Los microorganismos
se agrupan en dos categorias: procaridticos y eucarioticos [Montafio y col., 2010]. En la
primera estan las arqueobacterias y las bacterias, mientras que en la segunda se encuentran

hongos, algas y protozoarios.

1.1.1. Bacterias

Las bacterias son microorganismos procariotas que poseen una pared celular de
peptidoglucano cuya estructura es semejante a una malla, que rodea a las membranas para
protegerlas del entorno. Algunas bacterias carecen de pared celular y compensan su ausencia
sobreviviendo tan sélo en el interior de células del organismo anfitridn o en un ambiente
hipertonico [Murray,2009]. Las estructuras y las funciones bacterianas han sufrido un
proceso evolutivo con el fin de adaptarse a estas condiciones adversas. Algunas de estas
diferencias conforman la base de la accion de los agentes antimicrobianos.

La morfologia nos da una informacion primaria sobre el tipo de bacteria, pero no de
forma concluyente [Castro, 2014]. Las formas bésicas son esféricas (coco), bastoncillo o
cilindrica (bacilo), helicoidal (espirilo), en forma de coma (vibrio), espiral (espiropeta),
estrella y cuadrangular. Los cocos pueden aparecer: aislados, en parejas (diplococos), en
cadenas (estreptococos), en racimos (estafilicocos). Los bacilos pueden aparecer también
aislados, en parejas (diplobacilos) o en cadena (estreptobacilos).

La tincidon de Gram es una prueba til y de facil realizacion que permite diferenciar las
dos principales clases de bacterias con el objeto de instaurar un tratamiento. Con la tincion
Gram, las bacterias Gram positivas se tifien de color purpura, debido a que el colorante queda

atrapado en la capa de peptidoglucano. A comparacion de las baterias Gram positivas, las
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bacterias Gram negativas presentan una delgada capa de peptidoglucano incapaz de retener
el colorante usado en la tincion, por lo que las células se tifien con el colorante de contraste
y adquiere un color rojo. La tincion de Gram no es una prueba fiable de tincion de bacterias
en medios de cultivos con escasos nutrientes (por ejemplo, cultivos viejos o en fase
estacionaria) o tratados con antibioticos debido a la degradacion del peptidoglucano por parte

de estos farmacos [Murray, 2009].

1.1.2. Bacterias Gram Negativas

La estructura de la pared de las bacterias Gram negativas es mas compleja que la de las
bacterias Gram positivas. Una pared celular de una bacteria Gram negativa contiene dos
capas situadas en el exterior de la membrana citoplasmatica. Inmediatamente por fuera de la
membrana citoplasmaticOa se encuentra una delgada capa de peptidoglucano que representa
de un 5 % a 10 % del peso de la pared celular. Ademas, la pared celular Gram negativa no
contiene &cidos teicoicos ni lipoteicoicos. En la pared externa de la capa peptidoglucano se
halla la membrana externa, la cual es exclusiva de las bacterias Gram negativas. La zona
comprendida entre la superficie externa de la membrana citoplasmatica y la superficie interna
de la membrana externa se conoce como espacio periplasmico [Murray, 2009]. Este espacio
contiene diversas enzimas hidroliticas importantes para la degradacion y metabolizacion por
la bacteria de las macromoléculas de gran tamafio. Habitualmente estas enzimas son
proteasas, fosfatasa, lipasas, nucleasas y enzimas metabolizadoras de hidratos de carbono.
Las membranas externas son caracteristicas de las bacterias Gram negativas. La membrana
externa forma una especie de saco rigido alrededor de la bacteria. La membrana externa
mantiene la estructura bacteriana y constituye una barrera impermeable a moléculas de gran
tamafio, asi como moléculas hidréfobas. También ofrece proteccién frente a diversas
condiciones ambientales. La membrana externa posee una configuracion asimétrica y es una
bicapa lipidica. La zona interna de esta membrana externa contiene los fosfolipidos que
normalmente aparecen en las membranas bacterianas. Sin embargo, la zona externa esta

formada fundamentalmente por una molécula antipatica denominada lipopolisacéarido.



1.1.3. Bacterias Gram Positivas

Una bacteria Gram positiva posee una pared celular gruesa que consta de varias capas
y esta formada principalmente por peptidoglucano (150 a 500 A) que rodea la membrana
citoplasmica. El peptidoglucano es un exoesqueleto en forma de mallay es lo suficientemente
poroso como para permitir la difusién de los metabolitos a la membrana plasmatica. El
peptidoglucano es un elemento clave para la estructura, la replicacion y la supervivencia de
las bacterias en las condiciones normalmente hostiles en las que proliferan [Murray, 2009].
Durante una infeccion, el peptidoglucano puede interferir en la fagocitosis y estimular
diversas respuestas inmunitarias, como procesos pirogénicos (es decir, que inducen la
aparicion de fiebre). El peptidoglucano puede degradarse mediante el tratamiento con
lisozima. La lisozima es una enzima presente en la mucosidad y lagrimas del ser humano
donde se encuentra en cantidades comprendidas entre 3.000 y 5.000 pg/mL y protege frente
a bacterias y virus. En la saliva protege frente una gran variedad de microorganismos como
bacterias, virus y hongos de diferentes especies de Candida [Samaranayake y col., 2009].
Esta enzima es capaz de degradar el esqueleto de glucano del peptidoglucano. Sin el
peptidoglucano, la bacteria sucumbe a las grandes diferencias de presion osmética existentes
a uno y a otro lado de la membrana citoplasmatica y experimenta un fenémeno de lisis. La
eliminacién de la pared celular produce un protoplasto, el cual experimenta un proceso de
lisis a no ser que se estabilice osméticamente.

Una bacteria Gram positiva puede poseer también otros componentes, como los acidos
teicoicos, lipoteicoicos, y polisacaridos complejos (generalmente denominados
polisacéridos). La proteina M de los estreptococos y la proteina R de los estafilococos
también se asocian al peptidoglucano. Los &cidos teicoicos son polimeros hidrosolubles de
fosfatos de poliol que estdn unidos al peptidoglucano mediante enlaces covalentes y son
fundamentales para la viabilidad celular. Los acidos lipoteicoicos poseen un acido graso y se
encuentran unidos a la membrana citoplasmatica. Estas moléculas son antigenos de superficie
frecuentes que se diferencian de los serotipos bacterianos y favorecen la fijacion a otras
bacterias y a receptores especificos localizados en la superficie de las células de los
mamiferos (adherencia). Los acidos teicoicos constituyen factores de virulencia. Los acidos

lipoteicoicos son expulsados hacia el medio circundante y al medio intercelular del



organismo anfitrién y aunque débiles, son capaces de desencadenar respuestas inmunitarias
semejantes a las de las endotoxinas.

Entre los varios tipos de bacterias Gram positivas este estudio se enfocod en la
Corynebacterium ammoniagenes (ATCC 6871) que es una bacteria de la microbiota del
tracto intestinal humano. Este microorganismo difiere de otros presentes en la flora
gastrointestinal humana por ser un productor de amoniaco excepcionalmente fuerte. La
produccion de amoniaco a partir de la urea presente en el tracto intestinal se debe a que la
enzima ureasa en la Corinebacterium ammoniagenes hidroliza la urea para formar didxido
de carbono, amoniaco y compuestos derivados, potentes irritantes responsable del mal olor e

inflamacion de la piel que permanece en contacto prolongado con la orina.

1.1.4. Corynebacterium

Pertenece a la Familia Corynebacteriaceae, pueden estar formando parte de la biota y
en ocasiones pueden ser patogenas. Inicialmente el género fue definido en base a
caracteristicas morfoldgicas: corynebacteria proviene del griego xopvvn (coruné), baston
nudoso, y pakteprov (bacterion), bastoncillo. En general son bacilos grampositivos,
pleomorficos que se pueden agrupar en empalizada o letras chinas, cuyo tamafio oscila en 2-
6 um de longitud y 0.5 um de diametro, catalasa (+), no esporulados, inmoviles, no

encapsulados, anaerobios facultativos.

1.1.4.1. Corynebacterium ammoniagenes

Este organismo es uno de los saprofitos comunes del tracto intestinal en humanos y
otros mamiferos. Bacteria anaerobia facultativa que se mantiene sin movimiento. Este
organismo difiere de otros presentes en la flora gastrointestinal humana, por ser un productor
de amoniaco [Collins, 1987]. La produccion de amoniaco, a partir de la urea que se encuentra
presente en el tracto intestinal, se debe a que la enzima ureasa en la Corynebacterium
ammoniagenes, hidroliza la urea para formar amoniaco y diéxido de carbono:

(NH2)2CO + H2O ———>CO02 + 2NHs

La Corynebacterium ammoniagenes presenta una morfologia con una superficie lisa,

en forma de bacilo. La bacteria tiene un diametro que varia de 0.6 a 1.2 um y una longitud



entre 1.0 a 4.5 um. Los lipidos de la pared celular de estos microorganismos constituyen mas
del 60% del peso seco de la pared bacteriana. En sus paredes contienen glucolipidos llamados
acidos micolicos.

El desarrollo de esta bacteria puede controlarse con el uso de agentes bactericidas,
como lo son las arcillas anionicas de tipo hidrotalcita. [Leon-Vallejo y col., 2019] reportaron
estudios preliminares en donde hidrotalcitas de ZnAl fueron eficientes agentes biocidas
contra Corynebacterium ammoniagenes. No obstante, estudios méas profundos en este sentido

son requeridos.

1.2. Hongos

Los hongos son microorganismos eucariotas que poseen un nucleo bien definido,
mitocondrias, sistema de endomembranas, pueden existir en una forma unicelular o en forma
de filamentos. Los hongos son organismos que se caracterizan por ser heterotrofos, es decir
no fabrican su propio alimento como lo hacen las plantas, esto se debe a la falta de clorofila
y de pigmentos fotosintéticos, es por ello, que tienen que relacionarse con otros seres Vivos
para poder sobrevivir, buscando nutrientes organicos para alimentarse [Rocabado 2011].

Presentan una pared celular de quitina (compuesto resistente que forma el exoesqueleto
de los insectos) y no de celulosa como las plantas. Son inmdviles y se reproducen sexual y
asexualmente por medio de esporas. Su nutricion se realiza por absorcion. A diferencia de
los animales, los hongos no ingieren el alimento, sino que lo digieren, primeramente, a través
de la produccion de enzimas gque son vertidas sobre la materia organica para degradarla y
luego absorberla. Debido a todas estas caracteristicas los hongos pertenecen al “Reino

Fungi”.

1.2.1. Trichophyton mentagrophytes

Trichophyton mentagrophytes es un complejo de hongos filamentosos hialinos
septados y queratinoliticos, perteneciente a la familia Arthrodermataceae. EI complejo
Trichophyton mentagrophytes es el segundo agente etioldgico aislado en dermatofitosis de
piel y ufia en humanos y animales. Trichophyton erinacei, Trichophyton mentagrophytes y

Trichophyton sp. se aislan principalmente en lesiones de piel, pelo y ufias de animales tales



como erizos y roedores; y con menor frecuencia se aislan en lesiones de piel, barba y cuero
cabelludo de trabajadores rurales.

Trichophyton mentagrophytes es un hongo de distribucion mundial, produce colonias
en Sabouraud dextrosa agar planas, de color blanco o crema con una superficie pulverulenta
0 aterciopelada y pigmento en el reverso amarillento o café-rosado, que con frecuencia se
hace rojo-café con el tiempo; se encuentran numerosos microconidios semiesféricos o
piriformes, con algunas hifas en espiral y clamidoconidios esféricos que se hacen maés
abundantes en cultivos viejos; también se encuentran algunos macroconidios en clava, de
pared delgada y multiseptados en algunos cultivos. Hidroliza urea en 5 dias y la perforacion
de pelos es positiva. Su significancia clinica se refiere a que es antropofilico, causando con
frecuencia tifia de los pies cronica, particularmente de tipo vesicular, tifia del cuerpo (mas
frecuentemente de las ingles), y algunas veces invasion superficial de la ufia [Fernandez y
col., 2002].

Produce lesiones inflamatorias en la piel o en la piel cabelluda en humanos,
particularmente en trabajadores rurales. Puede ocurrir querion en la piel cabelluda o en la
barba. Los pelos invadidos muestran una infeccion ectoendotrix de tipo microide, pero no

fluorescencia con luz de Wood.

1.2.1.1. Trichophyton mentagrophytes var interdigitable

Trichophyton var interdigitale, es una de las especies méas frecuentemente aisladas de
la dermatofitosis humana. Los dos agentes mas comunes de tinea pedis son los dermatofitos
antropofilicos Trichophyton mentagrophytes var interdigitable y Trichophyton rumbrum.
Ambas especies causan condiciones clinicas muy similares. Los aislamientos de T.
mentagrophytes var interdigitable pueden mostrar sustancial variacion en la morfologia y
apariencia de la colonia, pero estos caracteres pueden alterar mucho en la subcultura y por lo

tanto, no son apropiados para su uso como marcadores de cepas fenotipicas [Liuy col., 1997].

Zaias y Rebell han postulado la existencia de una entidad separada conocida como
sindrome de Trichophyton interditable que es causado por cepas antropofilicas de T.
interdigitable. Este sindrome describe dermatofitos clinica y micol6gicamente cronica que

afecta la piel y las ufias. La tifia del pie y la tifia ungueal causadas por el sindrome de



Trichophyton interdigitable se distinguen de las infecciones causadas por T.rubrum y
Epidermophyton floccosum por vesiculas caracteristicas tipo ampolla con un diametro mayor
que 2 mm en la delgada piel plantar del arco y los lados laterales del arco pie y onicomicosis
blanca superficial [Nenoff y col.,2007].

Los orines como desechos del cuerpo humano conducen al crecimiento de
microorganismos en la ropa generando olor desagradable, irritacion, inflamacion e
infecciones en la piel, propiciando ademas un ambiente idoneo para la infiltracion de agentes
biolégicos causantes de las infecciones. Una de las varias bacterias causantes de estas
infecciones es la bacteria Corynebacterium ammoniagenes. El desarrollo de esta bacteria
puede controlarse con el uso de agentes bactericidas, como lo son las arcillas anionicas,
dentro de las cuales se encuentran las hidrotalcitas, que en su estructura se pueden incorporar
iones metalicos como el cobre y el zinc, que han sido reportados como metales biocidas. En
la Tabla 1 se muestran algunos metales, compuestos y materiales que se han empleado como
agentes bactericidas.

Los materiales compositos constituidos por hidrotalcitas y poliacrilato presentan
particularidades individuales como lo son: la basicidad de los hidrotalcitas, aunado a las
diferentes composiciones quimicas de éstas, resultando en materiales solidos capaces de
combatir eficientemente microorganismos de alta resistencia. Este proyecto esta enfocado en
el estudio de materiales compdsitos antimicrobianos para un posible uso como componente
de pafiales desechables, asi como en toallas sanitarias y apésitos, pero tiene un potencial de
aplicacion en los diversos textiles presentes en un nosocomio como: uniformes y batas de

hospital, ropa de cama, cortinas, filtros de aire (a base de textiles), alfombras, etcétera.



Tabla 1. Materiales empleados como agentes bactericidas.

Aceites
esenciales

Acidos

Compuestos

fendlicos

TiO2

Ag

Au

ZnO

Cu

Agentes
basados en
galio
Zeolitas

Arcillas
catidnicas

Arcillas
anionicas

Inhibicién de la biosintesis de acidos
nucleicos o de la pared celular. Dafio a
la membrana celular. Interferencia con

procesos metabodlicos esenciales

Inhibicion del crecimiento bacteriano

Destruccidn de la pared y la membrana
celular

Destruccién de membrana celular por
fotocatélisis

Destruccién de membrana celular y/o
enlace con grupo de enzimas celulares

Las particulas metalicas pueden
cambiar la via del metabolito y el
mecanismo de liberacién de células
bacterianas
Inhibicidn del crecimiento bacteriano al
desintegrar la membrana celular

Desnaturalizacién de proteinas de la
célula bacteriana

Inhibicion del metabolismo celular

Desactivacion de enzimas vitales

Destrucciéon de membrana celular

Ataque al grupo carbonilo de los
enlaces peptidicos de la célula
bacteriana. Desnaturalizacion de
proteinas.

Aspergillus flavus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Listeria
monocytogenes

Escherichia coli

Salmonella typimurium, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli,
Salmonella enteritidis, Staphylo-coccus
aureus y Streptococcus faecalis

Pseudomona aeruginosa, Diplo-coccus
pneumoniae, Staphyloco-ccus y
Escherichia coli

Amplio espectro

Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Micrococcus luteus

Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Campylobacter jejuni y E. Coli.

Campylobacter jejuni, Proteus,
Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa
Clostridium difficile

Pseudomonas aeruginosa, Prevotella
intermedia, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans y Streptococcus
sanguis

Escherichia coli

Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis var. niger,
Enterobacter aerogenes, Salmonella
entérica.

Burt, 2003

Mendoza y Cantor,
2012

Raibaudi y col.,
2006

Beuchat y col.,
2001

Mahltig y col.,
2005

Dastjerdi y col.,
2010

Kimy col., 2007
Rai y col., 2009
Quy col., 2013

Reidy y col., 2013
Grace y Pandian,
2007

Liy col., 2007
Jiny col., 2009
Cubillo y col.,
2006  Huycol.,
2005

Valappil y col.,
2008

Matsumura y col.,
2003

Haydel y col., 2008
Magana y col.,
2008

Sunayama y col.,
2002

Rocha Oliveira y
col., 2015
Lobo-Sanchez y
col., 2018



1.3. Arcillas

Las arcillas son minerales naturales que al humedecer se hacen plasticas y estan
formadas por particulas muy pequefias cuyo tamafio es inferior a 2 um [Di Cosimo, 1998].
Quimicamente las arcillas se componen de hidrosilicatos e hidréxidos metalicos formadas
estructuralmente por el apilamiento de laminas en forma de hojuelas. Si se pone en contacto
con el agua, las hojuelas se separan unas de otras y al secarse, ocurre una contraccion del
espacio que separa las ldAminas. De acuerdo con su estructura y su composicion las laminas
pueden presentar carga positiva o negativa. Por lo tanto, las arcillas se subdividen en dos
grupos principales: catidnicas y anidnicas.

Las arcillas se utilizan en una gran variedad de aplicaciones sofisticadas, entre las mas
estudiadas se pueden citar el uso como catalizadores y soportes cataliticos en la refinacion
del petréleo, como agentes secuestrantes de CO2 y colorantes en el tratamiento de aguas
residuales. Ademas de los sensores y biosensores, en aplicaciones electroquimicas, como
adsorbentes y/o intercambiadores idnicos y en aplicaciones farmacéuticas como agentes
dosificadores de farmacos.

1.3.1. Arcillas ani6nicas

Las arcillas anidnicas son materiales sintéticos o naturales, presentan estructuras
laminares cargadas positivamente, y entre sus ldminas, existen aniones intercambiables para
compensar estas cargas. A las arcillas anidnicas cominmente se les conoce como “hidroxidos
dobles laminares” (HDL), como compuestos tipo hidrotalcita o simplemente como
hidrotalcita (HT) [Leon-Vallejo y col., 2019; Jobbagy y Regazzoni, 2011]. De manera
especifica la hidrotalcita se puede identificar como un polvo blanco similar al talco,
descubierta en Suecia en 1842. Esta formada por una mezcla hidroxicarbonada de aluminio
y magnesio. Después de un tiempo fue descubierta otra mezcla hidroxicarbonada de hierro y
magnesio, la cual fue llamada piroaurita nombrada asi porque al calentarse presenta un color

dorado.



1.3.2. Férmula general y estructura de las arcillas anionicas

Las arcillas anionicas tipo hidrotalcita constituyen una clase de materiales Utiles para
los cientificos en el campo de la catalisis o de la medicina. Las arcillas anidnicas son
materiales cristalinos sintéticos o naturales, de laminas cargadas positivamente, que adiciona
agua y aniones intercambiables en la regién interlaminar [Braterman y col., 2004]. Su

férmula general es:
- X=
[ME*, MZ*(OH),** - [(A%7n) - mH, O]

Donde:

M2y M3*: Representa cationes divalentes y trivalentes.

A™: Es el anion interlaminar con carga n.

x: Es la fraccién molar del cation trivalente (entre 0.20 y 0.33).

m: Es el agua de cristalizacion.

En la Figura 1 se muestra la representacion de una hidrotalcita, en la cual la presencia de
los cationes M3* genera las cargas (+) que se estabiliza con los aniones interlaminares A",

como los nitratos, normalmente en forma hidratada.

Figura 1. Representacion estructural de una hidrotalcita [Elaboracion propia].

La naturaleza de los cationes, la relacion de M?*/M3*, el método de sintesis, y otros
factores [He y col., 2004] determinan las propiedades de las hidrotalcitas. Las hidrotalcitas

pueden expandirse mediante la introduccion de otros compuestos entre las capas a través de
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un proceso conocido como intercalacion [Evans y Slade, 2006]. El anion interlaminar puede

intercambiarse por muchos otros en medio acuoso u organico.

1.3.3. Naturaleza de los Cationes

Como los cationes divalentes (M?*) y trivalentes (M3*) se encuentran entre la estructura
laminar de una hidrotalcita, con el cambio en la naturaleza del cation puede modificarse la
basicidad y la distancia entre cationes dentro de las [aminas [He y col.,2004].

La sustitucion de los cationes estd basicamente condicionada por el radio i6nico, sin
embargo, la estructura es lo suficientemente flexible como para permitir la sustitucién de
cationes trivalentes, divalentes o monovalentes en los huecos octaedricos cuyos radios
ionicos varian entre 0.65 y 0.76 A para cationes divalentes y entre 0.54 y 0.69 A para cationes

trivalentes como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Radios ionicos en A de algunos cationes [Cavani y col., 1991].

0.65 0.69 0.72 0.74 0.74 0.76

0.54 0.62 0.63 0.64 0.66 0.69
1.3.4. Naturaleza de los aniones

En las arcillas aniénicas se consiguen incorporar un elevado nimero de aniones (Tabla

3). No existe practicamente ninguna limitacion en la naturaleza de los aniones. El problema
de preparar compuestos con aniones que no sean los carbonatos es la alta afinidad que
presenta este anidn, dificultando la obtencidn de hidrotalcitas puras sin carbonatos [Bontchev

y col., 2003]. Por lo tanto, se debe realizar la sintesis con precursores libres de carbonato y
utilizar agua desmineralizada y descarbonatada.
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Tabla 3. Aniones que pueden situarse entre las laminas de hidrotalcitas anionicas [Evans y
Salde, 2006].

Halogenuros Oxo- Complejos Aniones Polimeros
aniones metalicos organicos
F Co%- [Fe(CN)¢]3~  Alquilsulfonatos  Polietilenglicol
Cr NO3 [PtClg)* Ftalocianinas Poliacrilato

El espesor de la lamina de la hidrotalcita es constante (4.8 A). Si los aniones son
organicos el espacio interlaminar aumenta con el nimero de carbonos presentes y en los
aniones inorganicos aumenta o disminuye en proporcion a su radio iénico [Bontchev y col.,
2003, Evans y Salde, 2006]. El espacio interlaminar es igual a la diferencia entre el valor de
la distancia entre laminas (d), menos 4.8 A que corresponde al espesor de la lamina. En la

Tabla 4 se comparan algunos valores de (d) obtenidos por la intercalacion de ciertos aniones.

Tabla 4. Distancia interlaminar d (A) en HT s intercaladas con diferentes aniones [Evans y
Slade, 2006].

OH  (COs)?

d (A 7.55 7.65 7.66 7.86 7.96 8.16

Se ha encontrado que las HT’s con aniones divalentes son muy estables, por lo que, si
se desea realizar un intercambio i6nico, se recomiendan utilizar como precursores aniones

monovalentes como NOs'.

1.3.5. Aplicaciones de las hidrotalcitas (HT)

Dependiendo de su composicion, cristalinidad, estabilidad térmica y otras propiedades
fisicoquimicas, las HT's pueden presentar una gran variedad de aplicaciones, entre las mas
exploradas se puede citar el uso como: catalizadores, soporte para catalizadores, adsorbentes,
intercambiadores anidnicos, estabilizador de PVC, tratamiento de aguas y en aplicaciones

farmacéuticas.
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1.3.6. Métodos de sintesis de hidrotalcitas

Las hidrotalcitas son poco comunes en la naturaleza, por lo que existen varios métodos
de sintesis de hidrotalcitas, los cuales pueden clasificarse en: método sol-gel, método por

irradiacion de ultrasonido y método por microondas, etc.

1.3.6.1. Métodos sol-gel

Este procedimiento consiste en la formacion de redes o cadenas de atomos que se
forman por la dispersion de alcoxidos metalicos de AI¥* y Mg?* en un liquido (sol), para
formar una fase en la cual se obtiene un liquido disperso en un solido (gel) que se somete a
un tratamiento térmico por varias horas, obteniendo asi hidrotalcitas cristalinas [Lopez y col.
1996].

1.3.6.2. Métodos de sintesis de hidrotalcitas por ultrasonido

Este método procura una rapida formacion de los cristales, pero con tamafios de
particulas menores que las obtenidas normalmente por otras técnicas de caracterizacion.
También, tiene la ventaja de disminuir los tiempos de reaccion, pues basta que el gel sea
tratado con ultrasonido por un corto tiempo (20-30 min) para conseguir la cristalizacion,
mientras que por otros métodos los tiempos de reaccion son de aproximadamente 20 horas o
mas [Leon Vallejo y col.,2019, Drezdzon, 1988].

1.3.6.3. Metodo empleando irradiacién con microondas

Se emplean reactores 0 autoclaves donde es posible ajustar temperatura, tiempo,
presion y potencia [Fetter y col., 2001]. El campo eléctrico alterno de las microondas puede
actuar sobre un sélido o un liquido de la siguiente forma: mueve las particulas cargadas
produciendo una corriente eléctrica oscilante; la resistencia a tal movimiento se traduce en la
liberacion de calor de conduccién. Sobre unidades con momento dipolar el campo eléctrico
actla alineandolo y produciendo un calentamiento dieléctrico. Con este método se obtienen
hidrotalcitas de buena cristalinidad y tamario, asimismo tiene la ventaja de disminuir los
tiempos de reaccion, pues basta con que el gel sea tratado con microondas por solo un corto

tiempo (5-10 min) [Riveray col., 2006; Fetter y col., 2001] para conseguir la cristalizacion,
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mientras que por otros métodos los tiempos de reaccion son de aproximadamente 20 horas o

mas [Cavani y col., 1991].

1.3.7. Arcillas catiénicas

Este tipo de arcillas tienen la propiedad de sustituir el atomo de silicio por otro de
menor carga negativa, compensada por cationes tales como: Na*, K*, Ca?*, Mg?*, A", Fe3*,
etc. Algunos de estos cationes son facilmente intercambiables y permiten la interaccion de
otras especies polares [Martinez y col.,2012].

De acuerdo con su estructura, los minerales de arcilla se agrupan en tres grandes
grupos: caolinitas, montmorillonita e ilitas.

Las caolinitas (Al203+2Si0222H>0) estan formadas por una ldmina silicica y otra
aluminica, que se superpone indefinidamente. Existe union entre todas las reticulas para no
permitir la penetracion de moléculas de agua entre ellas. En consecuencia, este tipo de arcillas
son relativamente estables en presencia del agua.

Las montmorillonitas [SisAls(OH)4020°nH20] estan formadas; por la unién entre las
reticulas del mineral, por lo que las moléculas de agua pueden introducirse en la estructura
con relativa facilidad, a causa de las fuerzas eléctricas generadas por su naturaleza.

Lo anterior produce un incremento en el volumen de los cristales, lo que se traduce
macrofisicamente, en una expansion; asi que entre sus caracteristicas se puede mencionar su
extraordinaria capacidad de adsorcion, acidez e intercambio cationico [Vargas y col., 2008].
Las bentonitas son arcillas que pertenecen a este grupo, originadas por la descomposicion
quimica de las cenizas volcanicas y presentan la expansividad tipica de este grupo.

Las ilitas [Kis(Sig15°Alis) (AlssFessMgaeMgs) (OH)4O20] estan estructuradas
analogamente que las motmorillonitas, pero su constitucion interna manifiesta tendencia a
formar grumos de materia, que reduce el area expuesta al agua por unidad de volumen, por

ello su expansividad es menor que las montmorillonitas.

1.3.7.1. Haloisita

Los nanotubos de haloisita son materiales Gnicos y versatiles compuestos de doble capa

de aluminio, silicio, hidrégeno y oxigeno; sus nanotubos son tubos huecos ultra diminutos
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con diametros generalmente mas pequefios que 100 nanémetros (100 mil millonésimas de
metro), con longitudes que oscilan entre los 500 nanémetros y mas de 1,2 micrones
(millonésimas de milimetro). Los nanotubos de haloisita se forman como resultado de la
tension causada por el desajuste de la red entre el didxido de silicio adyacente y las capas de
Oxido de aluminio.

Los nanotubos de haloisita son aluminosilicatos naturalmente abundantes,
representados por su formula quimica AlsSisO10(OH)s 4H20.Las dimensiones de los
nanotubos de haloisita son de 100-200 nm con un didmetro interno de 1-30 nm y un didmetro
externo de 30-50 nm. La haloisita presenta caracteristicas como alta relacion de aspecto, luz
a nanoescala un numero bajo de grupos hidroxilo en la superficie y rigidez [Alam y
col.,2020].

1.4. Polimeros superabsorbentes

Los polimeros superabsorbentes, son un grupo de materiales poliméricos que tienen la
habilidad de absorber una importante cantidad de liquido de los alrededores y retenerlo dentro
de su estructura, son primordialmente utilizados en la industria de la higiene, en los pafiales
desechables. Estos polimeros son capaces de absorber hasta 500 veces su propio peso, sin
embargo, en soluciones con sal diluida, la absorcion del polimero se ve reducida.
Normalmente, los polimeros producidos comercialmente absorben 50 g/g de polimero
[Hernandez., 2010]. Las caracteristicas de los polimeros superabsorbentes son debidas a la
naturaleza del material, los cuales son producidos mediante dos métodos gel-polimero o en
polimerizacion por suspension inversa. EI primero es asociado a particulas de forma irregular
mientras que el uGltimo describe particulas esféricas. Los polimeros superabsorbentes
comercializados mas importantes son poliacrilatos covalentemente reticulados vy
polimerizados. Estos materiales, debido a su estructura interconectada, pueden absorber
grandes cantidades de agua sin disolverse.

En el polimero superabsorbente se presentan dos estados, los cuales se asocian a un
proceso de absorcidn-desorcion que se presenta en las particulas, colapsado e hinchado. La
fase de transicion entre estos dos estados es resultado de una competencia entre las fuerzas
repulsivas que actuan para expandir la red del polimero y fuerzas de atraccidén que actian

para contraer la red. La matriz macromolecular del polimero es un polielectrolito, un
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polimero con grupos ionizables que pueden disociarse en la solucion dejando iones de un
signo enlazados a la cadena y contraiones en la solucion. Por esta razon, hay una alta
concentracion de iones dentro del polimero, llevando al agua a fluir dentro del polimero
mediante osmosis. Otro factor que contribuye a incrementar el hinchado es la solvatacion del

agua de los grupos hidrofilicos a lo largo de la cadena polimérica [Campos, 2017]

1.4.1. Poliacrilato de sodio

El poliacrilato de sodio (en forma de hidrogel) es un polielectrolito conformado por
acrilatos, estos son ésteres que contienen grupos vinilicos (Figura 2). La capacidad de
absorcion esta fuertemente ligada a la presencia de iones en el medio acuoso, los cuales
alteran el potencial quimico desplazando el equilibrio de absorcion. En agua desionizada este
adquiere su mayor capacidad de retencion. [Arcayo, 2018]

La capacidad de retencion o absorcion es consecuencia de la estructura del poliacrilato
de sodio, el cual contiene grupos carboxilatos de sodio; al entrar en contacto con el agua una
gran cantidad de iones de sodio se liberan conservando en la cadena iones libres carboxil de
naturaleza anidnica, los cuales se repelen debido a sus cargas negativas extendiendo la cadena
del polimero y provocando un aumento en el volumen; en consecuencia, la captacion de

moléculas de agua estabiliza el polimero.

&® moléculade agua & ion sodio

Figura 2. Representacion del poliacrilato de sodio seco y humedo [Elaboracion propia].
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Al entrar el poliacrilato en contacto con el agua, se produce una reaccién debida al
medio acuoso a través de la cual el poliacrilato desprende iones de sodio y gana afinidad con
el agua [Campos 2017]. Tras desprenderse el sodio, se liberan iones negativos de carboxilo
que se repelen. Para recuperar la estabilizacion del compuesto los iones tienen que captar las
moléculas de agua. El efecto que se produce posteriormente es el estiramiento de la cadena

principal y el aumento del volumen del poliacrilato de sodio.

1.5. Melanina

La melanina es un tipo de pigmento bioldgico producida en la naturaleza por diferentes
especies, incluidos los humanos y otros animales, microorganismos y plantas [Costa y col.,
2015]. Estos sistemas bioldgicos producen melanina principalmente para proteccion contra
la luz solar, siendo el ultravioleta la radiacion més amenazante. Ademas, en los humanos, la
melanina también sirve para hacer que la piel sea mas resistente inhibiendo la penetracién de
microorganismos en las capas internas de las demas y, por lo tanto, previene infecciones y
enfermedades. La melanina se produce en animales mediante la oligomerizacion de 5,6-
dihidroxiindol (DHI) y &cido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico (DHICA) catalizada por
tirosinasa. La melanina mas comin contiene entre 3 y 9 unidades de monémero, definiendo
asi a dos tipos principales: eumelanina y feomelanina, que exhiben colores oscuros y rojo-
marrén, respectivamente. Aunque las estructuras quimicas dependen de muchos factores, la
melanina mas aceptada descrita en la literatura se identifica con la formula del monémero
CasH20Ns010 [Costa y col., 2012], cuya estructura esta representada en la Figura 3.

COOH

OH

OH

HOOC

Figura 3. Estructura quimica del mondémero de melanina.
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Ademas de las funciones biologicas de la melanina, hoy en dia estan comenzando a
encontrar aplicaciones importantes, principalmente en los campos tecnol6gicos, medicinales
y farmacologicos [d’Ischia y col., 2015]. El crecimiento vertiginoso en interés de estos
compuestos se atribuye principalmente a la estabilidad quimica, la capacidad de transferencia
electronica y la capacidad de absorber grandes cantidades de energia radiante [Goodman y
Bercovich, 2008]. Considerando que algunos materiales inorganicos del tipo arcilla también
tienen la capacidad de actuar contra diversos microorganismos, la combinacion de ambos
compuestos que forman materiales hibridos podria mejorar las propiedades antimicrobianas
de los compuestos individuales.

Un tipo de arcilla que podrian lograr este propdsito es la anionica, también conocida
como hidrdxidos dobles laminares, compuestos tipo hidrotalcita o simplemente, hidrotalcita.
La seleccion de hidrotalcita puede basarse en sus caracteristicas Unicas como son la:
versatilidad en la composicion quimica, aceptando cationes metalicos en su estructura y sus

propiedades béasicas [Velazquez-Herrera y col., 2020].
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2. CAPITULO DOS: DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se describirdn las condiciones experimentales de las técnicas
utilizadas para sintetizar las diferentes hidrotalcitas, la obtencion de los materiales hibridos
HT/poliacrilato de sodio, asi como materiales hibridos arcillas/melanina y las técnicas para
evaluar la propiedad antimicrobianas y fungicidas tanto de las hidrotalcitas como de los

materiales hibridos.

2.1. Sintesis de las hidrotalcitas de referencia y sus correspondientes éxidos mixtos

Las hidrotalcitas de composicion Zn/Al y CuZn/Al de relacion molar M?*/M3* 4:1, 3:1
y 2:1 se sintetizaron por el método descrito a continuacion. Se inicid con la preparacion de
dos disoluciones. La primera disolucion contuvo los precursores de la hidrotalcita nitratos de
zinc o cobre (I1) y de aluminio con una concentracion 2.5 M de cada sal metalica. Se
mezclaron, gota a gota, con el agente precipitante, solucion de hidroxido de sodio NaOH al
2 M, controlando los flujos de cada solucion. El precipitado se llevd a un equipo de
ultrasonido (Elmasonic P30H, 390 W, 80 kHz) por 30 minutos [Liu y col., 2013]. Posterior
a la sonificacidn, los solidos se recuperaron de la solucién por decantacion y fueron lavados
con agua destilada (250 mL/g) 3 veces hasta que el pH fuera constante (aproximadamente 8-
10), para finalmente ser secados a 70 °C por 24 horas en una estufa. Los solidos resultantes
se pulverizaron en un mortero y se guardan en frascos herméticos. En la Figura 4 se muestra
el procedimiento de sintesis. En la Tabla 5 se muestran los diversos reactivos utilizados en la
sintesis de hidrotalcitas con sus purezas y procedencia.

Parte de las hidrotalcitas se sometieron a calcinacion a 550 °C por 6 horas para obtener
los correspondientes 6xidos mixtos. Luego, los sélidos obtenidos se pulverizan en un mortero
y se guardan en frascos.

En la Tabla 6 se resumen las composiciones de las diferentes hidrotalcitas obtenidas.

Tabla 5. Reactivos empleados para la sintesis de las hidrotalcitas.
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Reactivo Masa Molar (g/mol)

Cu(NOs3)2-2.5H20 232.59 98 Sigma Aldrich
Zn(NO3)2-6H20 297.49 98 Sigma Aldrich
AI(NOs3)39H20 375.13 98 Sigma Aldrich
NaOH 40.00 99 Sigma Aldrich

Disolucién de sales de
iones My m" Disolucion NaOH
(2.5M) (2m)
[ Coprecipitacion ] ‘
Gel HT

Tratamiento hidrotérmico
ultrasénico (30 min)

Lavados y secado
(70 °C)
HT — Oxidos mixtos
(ZnAl, CuznAl) (ZnAl(O),

CuZnAl(0)
3\
Calcinacion
(550°C. 6 h)

Figura 4. Esquema del procedimiento de sintesis de HT y sus correspondientes 6xidos mixtos.

Tabla 6. Muestras de hidrotalcitas sintetizadas.
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ZnAl 2 Zn/Al 2:1

ZnAl 3 Zn/Al 31
ZnAl 4 Zn/Al 4:1
Cuzn 2 Cu/zn/Al 2:1
Cuzn3 Cu/zn/Al 3:1
CuZn 4 Cu/zn/Al 4:1

2.2. Preparacion de los compositos HT/PA

Los compositos hidrotalcita/poliacrilato de sodio (HT/PA) fueron preparados con una
hidrotalcita de composicion Zn/Al a una relacion metalica molar de 3, dado que esta relacion
fue la que presentd mayor actividad frente a la Corynebacterium ammoniagenes (ATCC
6871) segun lo reportado por Leon-Vallejo y col., (2019). También se prepararon compositos
con la hidrotalcita de CuzZnAl a la misma relacion metélica molar. La preparacién de los
compdsitos se realizo a través de cuatro métodos: mezcla con gel precursor de hidrotalcita
con cristalizacién via ultrasonido (HT/PA-UIt), mezcla con gel precursor de hidrotalcita via
calentamiento convencional (HT/PA-Con); preparacién directa de hidrotalcita sobre
poliacrilato de sodio (HT/PA-Dir) y mezcla mecénica de hidrotalcita con poliacrilato de
sodio (HT/PA-Mec). Todos los compdsitos fueron preparados a una relacién en masa de
hidrotalcita/poliacrilato de 10/90.

En la Tabla 7 se muestran los diversos reactivos utilizados en la sintesis de los

compdsitos con sus purezas y procedencia.

Tabla 7. Reactivos empleados para la sintesis de los compositos hidrotalcitas/poliacrilato de sodio.
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Reactivo Masa Molar (g/mol)

Cu(NOs3)2-2.5H20 232.59 98 Sigma Aldrich
Zn(NO3)2-6H20 297.49 98 Sigma Aldrich
AI(NOs3)39H20 375.13 98 Sigma Aldrich
NaOH 40.00 99 Sigma Aldrich
(CsH3NaO2)n 94.04 97 Sigma Aldrich

2.2.1. Preparacion de compositos HT/PA-Ult

Se utiliz6 el método de mezcla con gel precursor de hidrotalcita y cristalizacion con
ultrasonido para la obtencién de los compositos hidrotalcita/poliacrilato de sodio, el cual se
describe a continuacion. La primera etapa consiste en reacciones de coprecipitacion. Para las
hidrotalcitas de Zn/Al y CuZn/Al se emplearon disoluciones de nitratos de los
correspondientes metales (Zn, Cu y Al). Todas las disoluciones de nitratos se prepararon a
una concentracion de 2.5 M. Como agente precipitante se emple6 una solucion de NaOH 2
M. Para las sintesis se colocaron los precursores de la HT en buretas diferentes;
posteriormente se adicionaron dichas disoluciones lenta y simultdneamente en un vaso de
precipitados que contenia 50 mL de agua destilada. Se ajust6 el flujo de cada una para que el
pH se mantuviera constante (aproximadamente a 8-10). Una vez agotadas las disoluciones,
el gel resultante se sometid a un proceso de cristalizacion por ultrasonido (Elmasonic P30H,
390 W, 80 kHz) durante 30 minutos [Li y col., 2013]. Después del tratamiento con
ultrasonido a las se agreg6 0.1 g de poliacrilato de sodio obtenido por Sigma Aldrich con
densidad de 0.55 g/mL y se dej6 reposar por una hora (el tiempo se debid a que en una hora
el poliacrilato llega a equilibrio de adsorcion) [Arens y col., 2019]. Pasado el tiempo los
solidos resultantes se recuperaron por decantacion y se lavaron con agua destilada. Posterior
al lavado, los sélidos resultantes se guardaron sin secar en un frasco hermético (muestras
Zn/PA-Ult y CuzZn/PA-Ult).
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2.2.2. Preparacion de compdsitos HT/PA-Con

La primera etapa de la sintesis se realizd de la misma manera que los compositos de
HT/PA-Ult descrita anteriormente. Al gel resultante se le agreg6 0.1 g de poliacrilato de sodio
y se dejo reposar por una hora, tiempo suficiente para que el poliacrilato alcance el equilibrio
de adsorcion [Arens y col., 2019]. Pasado el tiempo, los solidos se recuperaron por
decantacion y se lavaron con agua destilada. Posterior al lavado, los solidos resultantes se
recuperaron y se guardaron sin secar en un frasco hermético (muestras Zn/PA-Con y
Cuzn/PA-Con). En la Figura 5 se esquematiza el proceso de sintesis de los compositos por

via ultrasonido y método convencional.

Disolucion de sales de
iones M''y M Solucién NaOH

[ Coprecipitacion ]

Gel HT
Tratamiento
hidrotérmico
ultrasénico (30 min)
Poliacrilato de Poliacrilato
sodio de sodio
Lavado y
secado
Composito Composito
Zn/PA-Con Zn/PA-Ult
CuZn/PA-Con CuZn/PA-Ult

Figura 5. Procedimiento de sintesis de los compositos HT/PA-Ult y HT/PA-Con.
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2.2.3. Preparacion de los compositos HT/PA-Dir

Se colocaron los precursores de la HT en buretas diferentes; posteriormente se
adicionaron dichas disoluciones lenta y simultdneamente en un vaso de precipitados que
contenia 50 mL de agua destilada y 0.1 g de poliacrilato previamente hidratado, ajustando el
flujo de cada bureta para que el pH se mantuviera constante (aproximadamente de 8 a 10).
Una vez agotadas las disoluciones, el gel resultante se traté con ultrasonido por 30 minutos.
Después del tratamiento con ultrasonido los sélidos se recuperaron por decantacion, se
lavaron con agua destilada y se guardaron sin secar en un frasco hermético (muestras Zn/PA-

Diry CuzZn/PA-Dir). El proceso de sintesis de los compositos se esquematiza en la Figura 6.

Disolucion de sales Solucion NaOH Poliacrilato de
1 1 H
deionesM yM - sodio (PA)
[ Coprecipitacion ]
Gel HT
Tratamiento
hidrotérmico ultrasénico
(30 min)
HT + PA
Composito
Zn/PA-Dir
CUZn/PA-Dir

Figura 6. Esquema del procedimiento de sintesis de compdsito HT/PA-Dir.
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2.2.4. Preparacion de compdsitos HT/PA-Mec

En un vaso de precipitado se dispersaron 0.9 g de la hidrotalcita en 50 mL de agua con
agitacion constante. Posteriormente se agregd 0.1 g de poliacrilato de sodio y se dejo en
agitacion constante por 3 horas. Pasado este tiempo, los sélidos se recuperaron por
decantacion y se guardaron sin secar en un frasco hermético (muestras Zn/PA-Mec y

CuZn/PA-Mec). En la Figura 7 se esquematiza el proceso de sintesis de los compositos.

Hidrotalcita Poliacrilato de sodio

Mezcla

Gel de HT/ Poliacrilato de
sodio

[ Agitacion por 3 horas ]

Composito

Zn/PA-Mec
CuZn/PA-Mec

Figura 7. Esquema del procedimiento de sintesis de compdsito HT/PA-Mec.

En la Tabla 8 se presentan las claves de las muestras y un resumen de las condiciones

de preparacion.
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Tabla 8. Claves y resumen de las condiciones de preparacion de las muestras.

Zn/PA-Con

Zn/PA-Ult

Zn/PA-Mec

Zn/PA-Dir

CuZn/PA-Con

CuZn/PA-Ult

CuZn/PA-Mec

CuZn/PA-Dir

2.3. Materiales hibridos melanina-hidrotalcita

Zn/Al/Poliacrilato de

sodio

Zn/Al/Poliacrilato de
sodio
Zn/Al/Poliacrilato de
sodio
Zn/Al/Poliacrilato de
sodio
Cu/Zn/Al/Poliacrilato

de sodio

Cu/zZn/Al/Poliacrilato
de sodio
Cu/zn/Al/Poliacrilato
de sodio
Cu/zZn/Al/Poliacrilato
de sodio

3:1

3:1

3:1

3:1

3:1

3:1

3:1

3:1

Mezcla con gel precursor de
hidrotalcita y cristalizaciébn con
ultrasonido
Mezcla con gel precursor de
hidrotalcita

Mezcla mecéanica

Sintesis directa

Mezcla con gel precursor de
hidrotalcita y cristalizaciébn con
ultrasonido
Mezcla con gel y cristalizacién con
ultrasonido

Mezcla mecanica

Sintesis directa

En este apartado se abordara la metodologia de sintesis para la obtencion de nuevos

materiales hibridos constituidos por melanina e hidrotalcita de ZnAl y haloisita. Se

presentaran algunos resultados de actividad contra Trichophyton mentagrophytes un hongo

dermatofito asociado a infecciones dermatologicas.
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2.3.1 Sintesis

En este apartado se describiran las condiciones experimentales de la técnica utilizada
para sintetizar la hidrotalcita y los materiales hibridos y la técnica para evaluar la propiedad

fungicida de las arcillas y los hibridos de melanina e hidrotalcita.

En la Tabla 9 se muestran los reactivos utilizados para la sintesis de la hidrotalcita.

Tabla 9. Reactivos empleados para la sintesis de la hidrotalcita y materiales hibridos.

Reactivo Masa Molar (g) Pureza (%) Marca
Zn(NOs)2-6H.O 29749 98  SigmaAldrich
AI(NO3)3 9H20 375.13 98 Sigma Aldrich
NaOH 40 99 Sigma Aldrich

2.3.1.1. Haloisita natural

Haloisita natural fue obtenida de Sigma-Aldrich. Estd compuesta por nanotubos de
aluminosilicatos de formula: Al>Si.Os (OH)4.2H20.
2.3.2. Sintesis de la hidrotalcita

La hidrotalcita de composicion Zn/Al y relacion molar M?M3* de 3:1 se prepar6 por
el método de sintesis simultanea asistida con ultrasonido como se describi6 en el apartado

3.1. En la Figura 8 se muestra el procedimiento de sintesis de la hidrotalcita.
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Disolucién de sales de
iones M''y M Disolucion NaOH

(2.5M) (2M)

[ Coprecipitacion ]

Gel HT

- Tratamiento hidrotérmico
ultrasénico (30 min)

Lavados y secado
(70 °C)

A 4

HT
(ZnAl)

Figura 8. Esquema del procedimiento de sintesis de la hidrotalcita.

2.3.3. Obtencion de melanina

La melanina natural se extrajo siguiendo un procedimiento modificado descrito por Liu
y Simon (2003), a partir de una tinta comercial refrigerada de Sepia officinalis. Se us6 agua
desionizada para diluir 20 mL de tinta a 500 mL sobre agitacion magnética durante 30
minutos. La tinta se centrifugd en un equipo Labnet Hermle Z300 a 6000 rpm durante 15
minutos y luego se elimino el sobrenadante. Los sélidos precipitados formaron una masa
viscosa y fueron re-suspendidos en 500 mL de agua desionizada para ser finalmente
centrifugada a 6000 rpm. Tal procedimiento de lavado se repitio seis veces para asegurar la
obtencion de melanina pura (muestra Mel) la cual se almacen6 en forma humeda. El

procedimiento de sintesis de melanina se esquematiza en la Figura 9.
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Tinta de Sepia Agua

officinalis

[ Agitacion (30 minutos) ]

Melanina con
impurezas

Melanina pura

Figura 9. Esquema del método de obtencién de melanina.

2.3.4. Procedimiento de sintesis de los materiales hibridos hidrotalcita y haloisita con

melanina

Se disperso 1 g de hidrotalcita ZnAl (muestra HT) o haloisita (muestra Hall) en 300
mL de agua desionizada en agitacion constante. Después, se afiadieron 500 pL de solucion
de melanina, obtenida como se describid anteriormente, a las suspensiones sélidas y se agit6
a temperatura ambiente durante 1 h. Los solidos se recuperaron por decantacion para
finalmente ser secados a 70 ° C por 24 h en una estufa. El hibrido melanina-hidrotalcita se
designé como Mel-HT vy el hibrido melanina-haloisita Mel-Hall. La Figura 10 muestra el
procedimiento de sintesis de los hibridos. En la Tabla 10 se reportan los materiales hibridos

sintetizados.
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HT o Hall Melanina

Mezcla

Melanina/HT o Hall

[ Agitacion (1 h) ]

Hibridos
(Mel-HT Mel-Hall)

Figura 10. Procedimiento de sintesis de los hibridos melanina/hidrotalcita y

melanina/haloisita.

Tabla 10. Caracteristicas de los materiales hibridos sintetizados.

Muestra Composicion Método de impregnacion
Mel-HT Zn/Al/ Melanina Convencional
Mel-Hall Zn/Al/Halloisita Convencional

2.4. Métodos de caracterizacion

Las muestras sintetizadas se caracterizaron mediante diversas técnicas analiticas como
son: difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia de infrarrojo (FTIR), adsorcidn-desorcion
de nitrégeno y microscopia electrénica de barrido (MEB). En el siguiente apartado se
describen de manera general las técnicas empleadas, asi como las condiciones experimentales
bajo las cuales los equipos fueron operados para llevar a cabo la caracterizacion de cada uno
de los materiales.
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2.4.1. Difraccion de rayos X

Este analisis permite calcular el valor de las distancias interlaminares utilizando la ley
de Bragg (nA=2dsenf). Los analisis de difraccion de rayos X se realizaron con un
difractometro para polvos Bruker modelo D8 Discover equipado con un detector de tipo

LynxEye.

2.4.2. Espectroscopia de infrarrojo

Las bandas de adsorcion de los grupos funcionales caracteristicos de los materiales
se identificaron en un equipo Digilab Excalibur FTS 3000 con un rango de escaneo de 4000
a 400 cm™. Los andlisis se realizaron con pastillas compactadas compuestas por 1 mg de la

muestra con 29 mg de KBr.

2.4.3. Fisisorcion de nitrégeno

Las areas especificas BET y la distribucion de tamafio de poros de los materiales
organicos e inorganicos se realizaron en un equipo Micromeritics ASAP 2020. Se pretrataron
aproximadamente 0.2 g de material a 80 °C durante 2 h 'y 150 °C durante 8 h a un vacio de
30 umHg. Después del pretratamiento, el material se evalu6 en intervalos de presion relativa
de P/P, entre 0.0005 y 0.99 a una presion de desgasificacion 5 umHg. Las distribuciones de

tamanos de poro se determinaron mediante el modelo BJH.

2.4.4. Microscopia electronica de barrido (MEB)

La morfologia de la superficie, las composiciones quimicas y las imagenes de mapeo
quimico fueron analizadas por microscopia electrénica de barrido. Las imagenes se

obtuvieron bajo un microscopio Tescan, modelo Mira 3, que opera a 20 kV.

2.5. Cepa bacteriana de referencia

La cepa bacteriana utilizada en el ensayo fue la Corinebacterium ammoniagenes
(ATCC 6871).
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2.5.1. Evaluacion de la actividad bactericida de los materiales

La actividad bactericida de las hidrotalcitas se evalud por el método modificado de
Kirby Bauer [Sacsaquispe y Veladzquez., 2002] en pozo como lo reportado por [Lobo-
Sanchez y col., 2018], para obtener la concentracién minima a la cual inhibe a la bacteria. Se
sembré en medio Muller-Hilton la cepa Corynebacterium ammoniagenes (ATCC 6871) y se
incorporaron diferentes hidrotalcitas. Los compdsitos fueron agregados de igual manera. Las
hidrotalcitas fueron probadas con 30, 50, 100 y 150 mg/mL, los compdsitos fueron probados
con 30, 50 y 100 mg/mL. Después, las placas se colocaron en una incubadora a 37 °C por 24
h [Jiménez -Galiseo, 2015]. Pasadas las 24 h de incubacién, las placas se examinaron

visualmente para determinar los halos de inhibicion. Los ensayos se realizaron por triplicado.

2.5.2. Construccion de correlacion de UFC vs DO de Corynebacterium ammoniagenes

El parametro de células viables de Corynebacterium ammoniagenes en caldo de cultivo
infusion cerebro corazon (BHI) se evalud con la construccion de una curva de crecimiento
usando el método de diluciones y vertido en placa. Para el método de diluciones seriadas se
inocul6 la cepa Corynebacterium ammoniagenes y se colocaron 120 pL de pre-indculo en un
matraz Erlenmeyer con 60 mL de caldo nutritivo BHI estéril. El in6culo se colocé en una
incubadora orbital a 37 °C bajo agitacion continua a 110 rpm. El cultivo se monitored cada
media hora durante las tres primeras horas, y posteriormente a cada hora hasta el tiempo final
de 7 h. Se emple6 un espectrofotometro UV/Vis (Velab, modelo VE-5600UV) para
determinar la densidad 6ptica (DO) a 625 nm como lo reportd [Ledn-Vallejo, 2018]. Esto se
hizo hasta determinar la fase del crecimiento exponencial del microorganismo. Para el conteo
en placa se realizo el procedimiento de vertido en placa [Pimentel y col.,2016], por lo cual a
cada hora se realizaron diluciones seriadas de base 10 (de 10 a 10”°) del indculo en caldo
nutriente BHI, por lo que se transfiri6 1 mL a un tubo con 9 mL de caldo nutriente para
obtener una primera dilucion; por cada dilucion se colocd 1 mL de la disolucién a la caja
Petri grande. Posteriormente se realizd el vertido en placa, donde se agregaron a las cajas
Petri alrededor de 20 mL de agar BHI y con movimientos suaves se homogenizaron. Las
placas se dejaron gelificar y se incubaron en posicién invertida a 37 °C durante 24 h bajo
condiciones aerobias. Después del tiempo de incubacion se cuantificaron las colonias
formadas en cada placa empleando un equipo contador de colonias (Q-20).
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2.5.3. Evaluacion de la actividad fungicida del material hibrido

Se realizaron pruebas antimicéticas en aislado clinico CFQ-H-157 de Trichophyton
mentagrophytes van indergitable que se obtuvo en CFQ-UNAM, México. El hongo se
mantuvo rutinariamente en agar de papa zanahoria (PCA). Las arcillas se disolvieron en
etanol absoluto para preparar soluciones madre concentradas para la posterior evaluacion
antifungica. Para los ensayos de dilucion de agar, se ajustaron directamente diferentes
concentraciones de arcilla (0.5-10 mg mL™) en placas Petri estériles que contenian 10 mL de
medio PCA (Griffin et al., 2000). Se inocul6 una solucién de 100 artrosporas de T.
mentagrophytes en medio PCA. Las mezclas se incubaron a 28 °C durante 5 dias. Cada
concentracion se analizo por quintuplicado dos veces (n = 10). Los ensayos de microdilucion
de caldo XTT (0.5-10 mg mL-1) se realizaron en placas de 96 pocillos utilizando el mismo
numero de artrosporas que para el método de dilucidn de agar de acuerdo con Loures y Levits
(2015) en un volumen final de 0.3 mL en quintuplicado tres veces (n = 15). Los valores de
las concentraciones minimas de inhibicion (CMI) se determinaron mediante la prueba
ANOVA-Tukey (p <0.01) utilizando el software GraphPad Prism 7.02.
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3. CAPITULO TRES: RESULTADOS

3.1. Difraccion de rayos X (DRX)

Los patrones de difraccion de rayos X de la melanina, hidrotalcita y el hibrido
melanina-hidrotalcita se muestran en la Figura 13. El patrén de difraccion de la melanina no
muestra ningun pico, lo que confirma el caracter amorfo de este compuesto. En cambio, las
arcillas son cristalinas. La hidrotalcita se identifico con la tarjeta JCPDS 014-0191. Para la
muestra HT se encontré una distancia interlaminar (doos) de 8.6 A. Esta distancia se atribuye
a la coexistencia de aniones nitratos y carbonatos entre las laminas [Duan y col., 2006]. Los
picos correspondientes a los planos (110) y (113) estan bien definidos, lo que indica un alto
arreglo de disposicion de los cationes metalicos en las laminas de la hidrotalcita [Bergada y
col., 2007].

Cuando se integro la melanina (muestra Mel-HT), el patron de rayos X reproduce el de
la hidrotalcita, con la diferencia de que el pico (003) presenta un ligero hombro y podria
corresponder a una segregacion de aniones, probablemente causada por la obstruccion de la
movilidad de los aniones, [Velazquez-Herrera y col., 2020]. La presencia de melanina en la
muestra Mel-HT no puede ser percibida por esta técnica, probablemente debido a la pequefia
cantidad de melanina y/o a los pequefios tamafios de las moléculas que no pueden ser
reconocidas por la técnica de DRX, como también informaron Sommer y col., (2013), en el
caso de clorofila inmovilizada en hidrotalcitas, 0 hemoglobina retenida en hidrotalcitas por
Netzahualcoyotzi y col., (2016). El patron de difraccion de la haloisita corresponde a una
arcilla nano-tubular como describe Taroni y col., (2019) con los picos de difraccion
principales que aparecen en 11.8 y 19.9° (20) y corresponden a los planos 001 y 002,
respectivamente [Sahnoun'y col., 2016]. El pico que aparece a 26° (20) corresponde al cuarzo
presente como impureza [Joussein y col., 2005] y cominmente encontrado en arcillas
naturales. Para la muestra que contiene melanina, Mel-Hall, el patrén de difraccion de rayos
X no detecta, como para la muestra Mel-HT, la presencia de melanina, probablemente debido

a la misma razon explicada anteriormente.
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Figura. 13. Difractogramas de rayos X de la melanina (muestra Mel), hidrotalcita ZnAl
(HT), haloisita (Hall) y los hibridos de melanina-arcillas (Mel-HT y Mel-Hall). * Pico asignado al

cuarzo presente como impureza.

3.2. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La Figura 14 presenta los espectros FTIR de la melanina, la hidrotalcita y las muestras
hibridas de melanina-hidrotalcita y melanina-haloisita. EI espectro de la melanina muestra
una banda intensa y ancha centrada en 3430 cm™ asignada a las vibraciones de estiramiento
OH de los grupos catecol. La banda de doblete con minimos en 2922 y 2851 cm™ se debe a
las vibraciones de estiramiento y flexion de C-H. La banda a 1625 cm™ es representativa de
aromaticos C=C y grupos carboxilato, asi como los heterociclos que contienen nitrogeno
[Roy y Rhim, 2019, Costa y col., 2012; Wang y col., 2019; Kiran y col., 2014]. Las
vibraciones de los grupos quinoneimina se reconocen a 1380 cm™. La banda ancha centrada
en 1079 cm™* corresponde a vibraciones N-H [Wang y col., 2019]. Para la muestra Mel-HT,
todas las bandas que se atribuyen a los principales grupos funcionales de la hidrotalcita se
superponen a las de la melanina. La banda a 3430 cm™ es atribuida a las vibraciones de
tension de los grupos OH de las laminas y la banda a 1625 cm™ corresponde a la vibracion

de deformacién angular originada por el grupo OH del agua interlaminar. La banda con un
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minimo en 1380 cm™ corresponde a la presencia de iones nitrato interlaminares [Rocha
Oliveira y col.,2015]. Las bandas entre 400 y 850 cm™ corresponden a los modos
vibracionales de flexién de los grupos Al-O y Zn-0 segun lo informado por Kloprogge y col.
2004.

Con respecto a la haloisita (Hall), su espectro FTIR muestra las bandas caracteristicas
en 3692, 3611y 906 cm™ que se atribuyen a la vibracion de los enlaces Al-OH. Las sefiales
a 1118, 1030 y 740 cm! se asignan a las vibraciones del enlace Si-O [Alam y col., 2020].
Para la muestra hibrida Mel-Hall, existe una superposicion de las bandas de ambos

componentes, no siendo posible apreciar la presencia de melanina en este material.
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Figura 14. Espectros de infrarrojo de la muestra melanina (Mel), hidrotalcita ZnAl (HT),

haloisita (Hall) y los hibridos melanina-arcillas (Mel-HT y Mel-Hall).
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3.3. Fisisorcidn de nitrégeno

Las isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno y la distribucion de didmetro de
poros de las muestras HT, Hall, Mel-HT y Mel-Hall se muestran en la Figura 15. La isoterma
de la muestra HT es representada por una isoterma Tipo IV, caracteristica de este tipo de
arcilla. Esta isoterma se caracteriza por solidos adsorbentes mesoporosos con un lazo de
histéresis del tipo H3, representativo de materiales con poros en forma de hendidura. El perfil
de la muestra de Hall también refleja las caracteristicas de las isotermas de Tipo IV, por lo
que posee predominio de mesoporos, como también lo demuestra el ciclo de histéresis
correspondiente al tipo H3 [Szczepanik y col., 2017; Li y col., 2018]. Para la melanina, se
reconocio6 una isoterma del Tipo |1, con un ciclo de histéresis de tipo H4, atribuido a meso y
macroporos formados por la aglomeracion de particulas esféricas con tamafios casi uniformes
[Liuy Simon, 2003].

Las curvas de adsorcion-desorcion de nitrégeno de los materiales hibridos presentan
perfiles similares de las arcillas, a la diferencia de que los ciclos de histéresis comienzan a
presiones relativas més altas. Por lo tanto, el comportamiento de adsorcidn esté influenciado
por el componente melanina. Dichas observaciones estan de acuerdo con las distribuciones
de tamafio de poro correspondientes, Figura 15B. La hidrotalcita y la haloisita mostraron dos
maximos: uno estrecho centrado a 30 A y otro ancho entre 60 Ay 300 A y centrado a 100 A,
mientras que la melanina present6 solo un maximo centrado a 200 A, en el rango de 100 a
400 A. Esto indica que la melanina tiene poros mas grandes que los de las arcillas. La
distribucion de tamafio de poro de los materiales hibridos también tiene caracteristicas
similares de las muestras cristalinas a diferencia de que la curva es mas intensa para los poros
en la region de 300 a 600 A, indicando que su presencia modifica la textura de los materiales
inorganicos. Las areas especificas de la hidrotalcita y la haloisita fueron de 23.0 m?/gy 70.1
m?/g, respectivamente. Estos resultados estan de acuerdo con los reportados por otros autores
para hidrotalcitas que contienen nitratos intercalados y para la haloisita Sigma-Aldrich
[Taroni y col., 2019; Sampieri y col., 2007; Joussein y col., 2005].

Para los materiales hibridos, se puede apreciar que la adicién de melanina no modifica
significativamente las areas especificas; para la hidrotalcita se produce un pequefio aumento,
mientras que ligera disminucién ocurre para la haloisita. Estos resultados muestran que la

melanina no interfiere significativamente en las areas superficiales de los materiales
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originales. La melanina no esta formada por particulas tan pequefias como para entrar en los
poros de la haloisita ni para ocupar los espacios interlaminares de la hidrotalcita. El area de
superficie de la melanina natural fue de 18.8 m?/g, aunque algunos autores han reportado
areas cercanas a cero [Park y col., 2020]. Para explicar esta area relativamente alta, las
moléculas de melanina deben aglomerarse, formando bloques o particulas similares a las del

acrilato en el poliacrilato, originando porosidad entre las cadenas enredadas de melanina.
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Figura 15. A) Isotermas de adsorcion-desorcion de nitrégeno y B) Distribuciones de tamafios

de poros de la melanina, arcillas y materiales hibridos.

3.4. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Las micrografias de la hidrotalcita, melanina e hibridos melanina-hidrotalcita y
melanina-haloisita se muestran en la Figura 16. Se puede apreciar que la melanina esta
formada por aglomerados en forma de esférulas con tamafios que varian entre 30 y 90 nm,
con un tamafo promedio de 60 nm. La morfologia de la muestra HT (Figura 16b) muestra
un arreglo en forma de hojuelas de aproximadamente 500 nm de diametro y 30 nm de espesor,
tipico de los materiales laminares como las arcillas [Velazquez-Herrera y col., 2018]. La

muestra de haloisita esta formada por nanotubos de aproximadamente 500 nm de largo y 70
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nm de diametro (Figura 16c). Para el hibrido Mel-HT (Figura 16d) se observa una
distribucion homogénea de las esférulas de melanina entre las nano-laminas de hidrotalcita.
No se distinguen muchas modificaciones en los tamafios de los dos componentes. Ambos
compuestos se encuentran intimamente mezclados, pero debido a la forma esférica de la
melanina la interaccion superficial entre ambos componentes puede resultar baja. En cambio,
para la muestra de Mel-Hall (Figura 16e), la melanina se encuentra en forma de aglomerados
muy pequefios (aproximadamente 10-15 nm) cubriendo las superficies externas de los
nanotubos de haloisita. Este tipo de disposicion de la melanina se puede observar claramente
en la Figura 16f. Para esta arcilla hibrida, la interaccion de ambos componentes puede ser

ideal, teniendo en cuenta que existe una grande superficie de contacto entre los componentes.

200 nm

Figura 16. Iméagenes de microscopia electrénica de barrido de las muestras con un aumento de
200,000 X: a) Mel, b) HT, c¢) Hall, d) Mel-HT; e) Mel-Hall y f) imagen aproximada de una parte de
la muestra Mel-Hall.

La Figura 17 muestra el mapeo o las distribuciones elementales de los componentes en
los materiales. La melanina se identifica por el carbono, la hidrotalcita se reconoce por el
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zinc y la haloisita por el silicio. En la muestra Mel-HT, la concentracion de carbono aparece
como aglomerados circulares mayores que los de melanina en la muestra Mel-Hall con una
distribucion menos homogénea. Los mapeos de zinc en la hidrotalcita y el silicio en la
haloisita indican que estos elementos se dispersan de manera homogeénea, de acuerdo con sus

estructuras cristalinas.

A Al A2

Figura 17. Imagenes de microscopia electronica de barrido de: A) hibrido melanina-hidrotalcita
(muestra Mel-HT) con un aumento de 5,000 X y mapeos elementales de Al) carbono y A2) zinc; B)
melanina-haloisita hibrida (muestra Mel-Hall) con un aumento de 5,000 X y mapeos elementales de

B1) carbono y B2) silicio.

3.5. Analisis termogravimétrico

Las pérdidas de masa de los materiales se analizaron mediante TGA/DTA, cuyas
curvas se presentan en la Figura 18. Los perfiles de pérdida de masa de ambos materiales
hibridos fueron muy similares a los de las arcillas. Para la muestra HT, una pérdida de masa
del 10%, correspondiente al agua adsorbida, se liberd de 25 a 180 °C, como lo muestra el

perfil TG con un punto medio maximo a 120 °C mostrado por la curva dm/dT. Una segunda
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pérdida de masa del 15%, de 180 a 480 °C, con un punto medio a 240 °C, puede atribuirse a
la deshidroxilacion y la descomposicion anidnica entre capas [Roelofs y col., 2002], y un
tercer intervalo de 4%, entre 480 y 600 °C, correspondiente a la destruccion total de la
estructura de la hidrotalcita y formacién de compuestos de ZnO y ZnAl;0s. La muestra
hibrida Mel-HT difiere de la HT solo en la temperatura del segundo intervalo, que se extiende
a temperaturas mas altas, hasta 520 °C, debido a la descomposicién de la melanina, la
deshidroxilacién y la desintegracion de aniones. Sin embargo, la melanina integrada a la
hidrotalcita se descompone mucho mas facilmente en comparacion con la melanina sola
como lo muestran las curvas TG y dm/dT, teniendo en cuenta que la melanina no se
descompone completamente a 900 °C. Tal diferencia podria atribuirse a la baja cantidad de
melanina presente en el material hibrido, teniendo en cuenta que, en este caso, el oxigeno
tiene facil acceso a las particulas de melanina.

Con respecto a las muestras Hall y Mel-Hall, los perfiles TG son muy similares. Una
pérdida de masa de aproximadamente 2% a temperaturas entre 25 y 100-150 °C se atribuye
a la desorcién de agua de los nanotubos, y una segunda pérdida de masa de aproximadamente
14% de 400 a 600 °C, con un maximo en la curva dm/dT a 480 °C, es debido al proceso de
deshidroxilacién, que conduce a una degradacion estructural de la arcilla [Kang y col., 2017;
Falcon y col., 2015]. En el caso de la muestra Mel-Hall, la descomposicion de la melanina
casi no se diferencia de la muestra de Hall, probablemente debido a la muy baja cantidad y a
la muy alta dispersion de las particulas, proporcionando su descomposicion en los mismos

momentos del material huésped.
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Figura 18. Perfiles TGA y DTA de las muestras de melanina (Mel), arcillas (HT y Hall) e hibridas
(Mel-HT y Mel-Hall).

3.6. Evaluacién antimicriobana

3.6.1 Bactericidas

Para la evaluacion bactericida se probaron los hibridos de poliacrilato de sodio e
hidrotalcitas de Zn/Al.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de la hidrotalcita se llevo a cabo por el
método modificado Kirby Bauer de difusién en pozo contra la bacteria Corynebacterium
ammoniagenes (ATCC 6871). Las hidrotalcitas fueron previamente trituradas para una mejor
homogenizacién. En la Tabla 9 se reportan los halos de inhibicién, en mm de espesor, para
la cepa Gram positiva Corynebacterium ammoniagenes a concentraciones de 10, 30, 50, 100
y 150 mg de hidrotalcita por mL y de los compdsitos a concentraciones de 30, 50 y 100

mg/mL. Se midieron los halos de inhibicion después de 24 horas de incubacion.
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Tabla 11. Espesor de los halos de inhibicion (en mm) para las diferentes hidrotalcitas y compdsitos

a diferentes concentraciones.

Muestra Concentracion mg/mL
10 30 50 100 150

Zn/Al 4 10+£025 10+030 20+£026 20x0.36 3.0x043

Zn/Al 3 10+£030 30+£041 40+£035 50x047 50x041

Zn/Al 2 0 0 0 1+0.41 0
CuZn/Al 4 0 0 1.0+£0.1 0 1.0+£0.35
CuZn/Al 3 0 10+£036 10+£020 20+£040 3.0x0.44
CuZzn/Al 2 0 0 10+£025 10+£026 2.0+0.2
Zn/Pa-Ult 0 0 40+030 5.0+0.53 0
Zn/Pa-Con 0 0 3.0+x0.74 40x0.38 0

A partir de los datos de la Tabla 11 se puede inferir que a una concentracion de
hidrotalcita de 10 mg/mL solo las muestras Zn/Al 4 y Zn/Al 3 resultaron activas y con halos
de inhibicion de 1 mm de espesor. A medida que aumentan las concentraciones aumenta
también las actividades de las muestras, dado que a una concentracion de 150 mg/mL los
halos llegan a valores de 5.0 mm, a excepcidn de la muestra Zn/Al 2 que no presenté actividad
a esta concentracion. Al considerar las relaciones molares, se observa que a relaciones de 2
no hay actividad a concentraciones menores de 50 y 100 mg/mL. Ademas, a estas
concentraciones, donde la actividad se hace presente, los halos de inhibicion son de apenas
1 mm, representando una baja actividad. A relaciones molares de 4 se evidencia la mejor
actividad de la muestra Zn/Al con relacién a la de Cuzn/Al, en donde la primera presenta
actividad desde 10 mg/mL, mientras que la segunda solo a 50 y 150 mg/mL. La relacion
molar 3 se ve favorable entre las tres relaciones estudiadas, dado que fueron las mas efectivas
con halos de 5 y 3 mm para las composiciones de Zn/Al y CuZn/Al, respectivamente. Al
comparar los datos referentes a las composiciones de los compasitos se infiere que los de

Zn/Al resultaron mas efectivos que los de CuzZn/Al y a cualquier composicion.

Con estos resultados se puede concluir que la hidrotalcita que mejor cumple con los
requerimientos de actividad contra la bacteria Corynebacterium ammoniagenes es el Zn/Al

a una relacion molar de 3.
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Es evidente que el cobre presente en estos materiales no es tan activo como el zinc para
combatir este tipo de bacteria. Estos resultados estan en acuerdo con los reportados por Leon-
Vallejo y col., (2019) al que la mejor actividad de las hidrotalcitas de zinc se atribuye a una
menor estabilidad térmica y quimica y, en consecuencia, una facil liberacion del zinc de la
estructura para interactuar con las bacterias. Referente a la concentracion de zinc, cabe
mencionar que, a bajas concentraciones, como en la muestra Zn/Al 2, el Zn se involucra en
los aspectos de crecimiento microbiano, metabolismo y diferenciacion [Ehrlich, 1997]. A
altas concentraciones, como en las muestras Zn/Al 3 y Zn/Al 4 el zinc que no pudo
metabolizar la bacteria, es decir, el zinc en exceso es el causante del ataque a la bacteria en
una especie de sobre dosis de este metal. Esto se corrobora con lo reportado en la literatura
en que el Zn funciona como agente bactericida en altas concentraciones frente a varios tipos

de microorganismos [Jansen y col., 1994; McDevitt y col., 2011; David, 2012].

A partir de estos resultados, en donde la hidrotalcita con mejor actividad microbiana
fue la hidrotalcita de Zn/Al a una relacion molar de 3, los compositos se sintetizaron a una
concentracion de Zn/Al de 3. Para comparacion, también se prepararon muestras de
hidrotalcita con Cuzn/Al con la finalidad de ver si en medio de poliacrilato el cobre actuaria
de modo mas efectivo contra la bacteria estudiada. La concentracion de los compdsitos fue
de 50 mg/mL, donde las hidrotalcitas solas resultaron con mejor actividad antimicrobiana y
con mucha menor cantidad de muestra que a 150 mg/mL.

Conociendo que la hidrotalcita con mejor actividad microbiana fue la hidrotalcita de
ZnAl a una relacion molar de 3:1, los compdsitos se sintetizaron con las hidrotalcitas ZnAl
y CuZnAl a esa relacion metalica molar (50 mg/mL) como base segun la metodologia ya
descrita, para poder conocer su actividad antimicrobiana los compositos se analizaron por el

método modificado de difusion en pozo vs Corynebacterium ammoniagenes

Los resultados de las pruebas antimicrobianas mostraron que los halos inhibicién de
los compositos a una concentracion de 50 mg/mL solo se presentan en las muestras Zn/PA-
Con y Zn/PA-UIlt, con halos de inhibicion de 3 y 4 mm de espesor en forma circular. Las
muestras Zn/PA-Mec, Zn/PA-Dir, CuZn/PA-Con, CuZn/PA-Ult, CuZn/PA-Mec vy
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CuZn/PA-Dir no presentaron actividad bactericida contra la bacteria Corinebacterium
ammoniagenes.

Estos resultados evidencian que la actividad depende de la composicion de las
hidrotalcitas y del método de sintesis. Referente a la composicion, el cobre efectivamente no
funciona como elemento bacteriostatico contra la bacteria estudiada, confirmando asi los
resultados presentados anteriormente. Referente al método de preparacion de los compdsitos,
los Unicos convenientes fueron los empleados para las muestras Zn/PA-Con y Zn/PA-UIt,
que son métodos muy similares; en uno el tratamiento fue con cristalizacién via ultrasonido

y, en el otro, via procedimiento convencional.

3.6.1.1 Curva de correlacion de UFC vs DO de Corynebacterium ammoniagenes

Para evaluar el nimero de microorganismos viables en la suspensién bacteriana se
realizé una curva de crecimiento relacionando densidad dptica con el nimero de colonias de
microorganismos totales viables, expresados como UFC/mL.

La curva de correlacion de UFC vs DO de Corynebacterium ammoniagenes se muestra
en la Figura 11 donde se representa la fase del crecimiento de la bacteria. Se observa que con
una absorbancia de 0.015 empieza la fase de crecimiento exponencial, mientras que a partir
de una absorbancia de 0.211 se empieza a presentar la fase estacionaria y se alcanza un
maximo a una absorbancia de 0.935 para decaer a 1.200. Asi, esta curva presenta un

comportamiento logaritmico entre la concentracion de células viables y la densidad Optica.
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Figura 11. Curva de correlacion de DO vs UFC de Corynebacterium ammoniagenes.

El crecimiento bacteriano a menudo muestra una fase en la que la tasa de crecimiento
especifica comienza en un valor de cero y luego acelera a un valor maximo en un cierto
periodo de tiempo y posteriormente, corresponde a un tiempo de retraso. En estas
condiciones, la curva de crecimiento se define como el logaritmo del nimero de organismos
trazados contra el tiempo; estos cambios en la tasa de crecimiento dan como resultado una
curva sigmoidea [Zwietering y col, 1990]. En la Figura 12 se presenta el ajuste de la curva
de crecimiento usando el modelo Gompertz, el cual describe la cantidad de organismos o el

logaritmo de organismos en funcion del tiempo.
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Figura 12. Curva de correlacion de DO vs UFC de Corynebacterium ammoniagenes

ajustada al método de Gompertz.

3.6.1.2 Conclusiones parciales

. Se propuso la sintesis de compdsitos hidrotalcita/poliacrilato de sodio mediante 4
métodos: mezcla mecénica de hidrotalcita con poliacrilato de sodio, sintesis directa
de hidrotalcita sobre poliacrilato de sodio, mezcla con gel precursor de hidrotalcita
con cristalizacion via ultrasonido y mezcla con gel precursor de hidrotalcita de forma
convencional.

. Los resultados antimicrobianos mostraron que la actividad frente a la bacteria
Corinebacterium ammoniagenes dependio de las composiciones de las hidrotalcitas
y de los procedimientos de preparacion de los compositos.

. Las hidrotalcitas de ZnAl presentaron mejor actividad antimicrobiana inhibitoria
ante la bacteria Corynebacterium ammoniagenes que las hidrotalcitas CuZnAl.

. Los resultados antimicrobianos de los compdsitos ante Corynebacterium
ammoniagenes mostraron que los compositos que contienen cobre no inhiben el

crecimiento ni eliminan la bacteria a las concentraciones estudiadas.

47



e Los compdsitos constituidos por la hidrotalcita de ZnAl sintetizados por ultrasonido
presentaron la mayor actividad antimicrobiana contra la bacteria Corynebacterium

ammoniagenes con una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 50 mg/mL.

3.6.2. Fungicidas

Se realizaron pruebas antimicoticas en aislado clinico CFQ-H-157 de Trichophyton
mentagrophytes van indergitable que se obtuvo en CFQ-UNAM, México. El hongo se
mantuvo rutinariamente en agar de papa zanahoria (PCA). Las arcillas se disolvieron en
etanol absoluto para preparar soluciones madre concentradas para la posterior evaluacion
antifungica. Para los ensayos de dilucion de agar, se ajustaron directamente diferentes
concentraciones de arcilla (0.5-10 mg mL™) en placas Petri estériles que contenian 10 mL de
medio PCA (Griffin et al., 2000). Se inocul6 una solucién de 100 artrosporas de T.
mentagrophytes en medio PCA. Las mezclas se incubaron a 28 °C durante 5 dias. Cada
concentracion se analizo por quintuplicado dos veces (n = 10). Los ensayos de microdilucién
de caldo XTT (0.5-10 mg mL-1) se realizaron en placas de 96 pocillos utilizando el mismo
numero de artrosporas que para el método de dilucidn de agar de acuerdo con Loures y Levits
(2015) en un volumen final de 0.3 mL en quintuplicado tres veces (n = 15). Los valores de
las concentraciones minimas de inhibicion (CMI) se determinaron mediante la prueba
ANOVA-Tukey (p <0.01) utilizando el software GraphPad Prism 7.02.

La Tabla 12 muestra las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de las muestras
vs el crecimiento del hongo Trichophyton mentagrophytes. No se encontraron efectos
inhibitorios para la melanina pura (muestra Mel) o haloisita (muestra Hall). La muestra de
hidrotalcita (HT) presentd un valor de CMI de 7.5 y disminuyé a 3.9 mg mL™* con la adicion
de melanina. Esto indica que la melanina contribuye a la eficiencia de la arcilla. Mas notable
es la contribucion de la melanina al material de haloisita, ya que la arcilla sola pasa de la
inactividad al hibrido con la mejor actividad con un valor CMI de aprox. 2.3 mg mL™. Estos
resultados fueron corroborados por dos métodos antimicdticos independientes y estan de
acuerdo con la hipétesis inicial de que la melanina podria aumentar la actividad antifungica

de las arcillas.
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Tabla 12. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los materiales en Trichophyton
mentagrophytes determinadas por dos métodos: dilucion en agar y antimicoticos 2,3-bis- (2-metoxi-
4-nitro-5-sulfenil) - (2H) -tetrazolio-5-carboxanilida (XTT).

Mel - -

Hall - -

HT 7.5 +0.83? 7.2+0.04°
Mel-HT 4.0 £0.22° 3.7+0.03°
Mel-Hall 2.5+0.01° 1.9+0.01°¢

El guion indica que no hay efecto a 8 mg mL*. CMI-AD = concentraciones obtenidas
por el método de difusion en agar. CMI-XTT = concentraciones obtenidas por el método
XTT. Las medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas en
p <0.01 por Prueba de Tukey-ANOVA.

Las hidrotalcitas pueden alojar las moléculas de melanina en forma de esferoides con
tamafios de 30-90 nm de didmetro que se ubican entre los bloques de foliculos de hidrotalcita,
mientras que con la haloisita la melanina se dispersa en capas delgadas, cubriendo totalmente
las superficies externas de los nanotubos. Estas diferencias se pueden explicar por el caracter
ionico opuesto de las dos arcillas, siendo la hidrotalcita un intercambiador anionico, mientras
que la haloisita es un intercambiador cationico. Las moléculas de melanina cargadas
negativamente se repelen de la red de hidrotalcita, lo que resulta en la acomodacion ya
mencionada de melanina entre las laminas. La superficie de contacto entre ambos
componentes es pobre y, por lo tanto, resulta en una débil interaccion con el material
inorganico. En cambio, la haloisita promueve una fuerte atraccion con las moléculas de
melanina, resultando en una interaccion optima entre los materiales organicos e inorganicos,
dado la alta area de contacto entre ambos compuestos.

El tipo de interaccién determinard la actividad contra el hongo Trichophyton

mentagrophytes, donde la mejor interaccion resulté en un mejor rendimiento. En el caso del
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material Mel-HT, la actividad biocida se puede atribuir, en parte, al componente de
hidrotalcita ya que posee una gran cantidad de grupos hidroxilo, responsables, en parte, por
la actividad letal contra los microorganismos [Rocha Oliveira y col., 2015; Lobo-Sanchez y
col., 2018; Veldzquez-Herrera y col., 2018]. La melanina también tiene su contribucion,
teniendo en cuenta que la actividad del hibrido Mel-HT casi se duplica con la integracion de
la melanina a la hidrotalcita (la CMI disminuy6 de 7.5 a 3.9 mg cm™). Por lo tanto, la
actividad puede considerarse como la suma de las actividades de los componentes
individuales. Por el contrario, en el caso de la muestra Mel-Hall, la actividad més fuerte
observada debe atribuirse al componente de melanina, considerando que la haloisita no es
activa (Tabla 12). La Unica contribucion de haloisita a la actividad fue dispersar las moléculas
de melanina, originando una disposicion en forma de capas delgadas. Con estas
consideraciones, resulta claro que la actividad de los materiales depende en gran medida de
la melanina y la forma en que se integra a los solidos inorganicos, es decir, en forma de
esferoides en la hidrotalcita o en capas delgadas en la haloisita. Este Gltimo modo de
integracién, donde la melanina se encuentra en finas capas, expone muchos mas centros
activos que cuando se encuentra en forma de esferoides. En consecuencia, su actividad resulta
mayor, en acuerdo con los resultados presentados.

La actividad antifungica de la melanina impregnada se puede atribuir principalmente a
su caracter anfipatico: puede ser hidrofilica y estar estable en medios acuosos debido a
interacciones electrostaticas entre grupos funcionales cargados (aminas secundarias y
carbonilos) y agua o ser lipofilica debido a la unién de los anillos aromaticos de la melanina
con las cadenas de hidrocarburos de los fosfolipidos de la membrana celular del
microorganismo [Mani y col., 2001; Suzukawa y col., 2012]. Asi, este tipo de interaccion
promueve la difusion de la melanina a través de la membrana nuclear para ejercer una
interaccidn directa con el ADN vy las proteinas especificas, rompiendo asi las cadenas de
ADN y proteinas del microorganismo [Suzukawa y col., 2012; Moy col., 2019]. El modo de
ruptura todavia no esta bien definido, dado los pocos reportes existentes sobre estos
materiales. Algunos autores [Rocha Oliveira y col., 2015; Lobo-Sanchez y col., 2018]
proponen la destruccién por oxidacion de los componentes del ADN y de las proteinas,

oxidacion promovida por los grupos hidroxilos de las arcillas. También, la muerte de los
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microorganismos puede ocurrir por asfixia o inanicion debidas al bloqueo de los poros de la

membrana por elementos disueltos de las arcillas como el aluminio, zinc o silicio.

3.6.2.1 Conclusiones parciales

o Se obtuvieron nuevos materiales hibridos compuestos por melanina dispersada
en arcilla anionica y catiénica.

o El modo de dispersion de la melanina resultdo muy diferente en los materiales. La
melanina se integro a la hidrotalcita en forma de esferoides localizada entre los
paquetes de laminillas. En contra, la melanina se dispersoé en capas delgadas
sobre la superficie externa de los nanotubos de la haloisita.

o La actividad antifngica dependié mayoritariamente del modo de dispersion de
la melanina. A mayor dispersion, mayor exposicion de los centros activos de la
melanina y, consecuentemente, mayor actividad.

o Asi, el material hibrido conformado por melanina-haloisita resulté ser el mas
activo contra el hongo epidérmico Trichophyton mentagrophytes con una CMI

de cerca de 2 mg cm™,
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Conclusiones generales

Arcillas anionicas o hidrotalcitas unidas a poliacrilato de sodio resultaron efectivas
contra la bacteria Corinebacterium ammoniagenes. Este material es prometedor en cuanto a
empleo en la composicion de pafiales para evitar infecciones epidérmicas y malos olores
promovidos por dicha bacteria.

La hidrotalcita o arcilla cationica natural de tipo haloisita impregnadas con melanina
fueron sintetizadas por primera vez, resultando en materiales hibridos altamente eficaces para
curar enfermedades epidérmicas derivadas del hongo Trichophyton mentagrophytes.

Este trabajo demostrd la habilidad de las arcillas en la eliminacion de microorganismos
patdgenos de tipo bacterias y hongos. Ademas, son materiales no nocivos a los humanos,

pudiendo encontrar Optimas aplicaciones en el campo farmacolégico.
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ANEXO 1

Como ejemplo se determinaron los valores para la muestra ZnAl 2:1 a 100 mg/mL.

Varianza

Datos

13, 0.7, 15

Determinacién de la media

SZ — Z?=1(xi - f)z
n—1
 Yx;, 13+07+415
X = 3 = 3 = 1.1666

Conociendo que la media es 1.1666 y n=3 se calcula las desviaciones.

Datos Desviacion (x; — x) Desviacion al cuadrado(x; — x)?
1.3 1.3-1.1666=0.1334 (0.1334)2 = 0.0177
0.7 0.7-1.1666=-0.4666 (—0.4666)2 = 0.2177
1.5 1.5-1.1666=0.3334 (0.3334)? = 0.1111

Z = 0.3465

Sustituyendo los valores en la formula de la varianza, conociendo que n=3:

SZ 211'1=1(xi _f)z

n—1
_ 0.3465  0.3465
T 3—-1 2

SZ

= 0.17325

Calculando la desviacion estandar se sustituyen los valores en la ecuacion:

L, (g —%)?

n—1

s =v0.17325s = 0.4162
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The bactericidal and fungicidal properties of the hydrotalcite materials have recently been exposed,
which contrasts with melanin whose properties have been recognized for a long time, Thus, the combi-
nation of both materials should result in a solid with enhanced activity against pathogenic microorgan-
isms, with possible applications in the medicinal field. Considering this, in this work, a novel kind of
nano-hybrid material composed of melanin and ZnAl-hydrotalcite is presented. The successfully synthe-
sis was achieved by the impregnation method. The resulting hybrid material was formed by an intimate

ﬁmﬁmm Dydroxides combination of both components, characterized by the grouping of nano-spheres of the melanin organic
Anlonic clays chains with the inorganic hydrotalcite nano-lamellae. This kind of arrangement considerably increased
Melanin its textural properties.

Microarganisms © 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction support for a natural melanin compound, aiming to obtain a hybrid

Melanin is a type of biological pigmented macromolecule pro-
duced in nature by different species including humans and other
animals, microorganisms and plants. It is produced by the
oligomerization, in several grades, of a CigH1oN204 monomer [1,2].

Besides the biological functions of melanin, nowadays it is
beginning to find important applications, mostly in the technolog-
ical, medicinal and pharmacological fields, where, in this last case,
melanin has the capability to kill pathogenic microorganisms
although its activity is generally low [1]. An alternative to solve
this problem could be the dispersion of the melanin in porous
materials to enhance its surface area and thus, promote its activity.
Among the porous materials that could fit well as a support for the
melanin molecules, the anionic clays or hydrotalcites seem to be
the ideal ones, considering they have positively charged layers
facilitating the bonding with the negatively charged melanin mole-
cules [2.3]. Moreover, hydrotalcites have performed well against
many microorganisms (3.4}, and the impregnation of melanin
could result in hybrid materials with enhanced anti-
microorganism properties as that formed by zinc oxide nanoparti-
cles capped with melanin to form films with carrageenan | 5]. Thus,
in this work, ZnAl-hydrotalcites were synthesized and used as a

* Corresponding author,
E-mail address; geolar fetter@corren buap mx (G, Fetter),

Ittps://doloeg/ 100016/ matler. 20201 28442
0167-577X/0 2020 Elsevier BV, All rights reserved.

melanin-hydrotalcite material having close interaction between
components, which could provide an enhancement in lethal
activity.

2. Materials and methods
2.1, Hydrotalcite synthesis

The hydrotalcite synthesis procedure followed a similar proce-
dure described elsewhere |3, and briefly consisted of a mix of a
2.5 mol/L solution of Al and Zn nitrate salts (Sigma-Aldrich, 98%)
with 2 mol/L of a NaOH solution (Baker, 28%). The amounts of
reagents were calculated to obtain a M**/M™ molar ratio of 3.0.
The co-precipitation reaction was performed at a constant pH of
9.0, being ultrasonicated (Elmasonic P30H, 390 W, 80 kHz) for
30 min. Afterwards, the solids were washed with distilled water
until the pH was 8.0. The solids were dried in an oven at 60 °C
for 24 h (HT sample).

2.2, Preparation of melanin

The preparation of melanin followed a modified procedure,
described by Liu and Simon |6, from a commercially refrigerated
ink of Sepia officinalis. Deionized water was used to dilute 20 mL
of ink to 500 mL over magnetic stirring for 30 min. The diluted
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ink was centrifuged in a Labnet Hermle Z300 equipment at
6000 rpm for 15 min and then the supernatant was removed.
The precipitated solids formed a sticky mass and were re-
suspended in 500 mL of deionized water and then centrifuged. This
washing procedure was repeated six times to ensure the prepara-
tion of pure melanin (M sample), which was stored in a wet form.

2.3. Hydrotalcite impregnation with melanin

One gram of the ZnAl-hydrotalcite (HT sample) was dispersed
in 300 mL of deionized water with constant stirring. Then,
500 pL of the melanin solution, produced as described above, were
added to the solid suspensions and stirred at room temperature for
1 h. The solids were recovered by decantation and dried in an oven
at 60 °C for 24 h, resulting in the hybrid labeled M—HT.

2.4. Materials characterization

X-ray diffraction technique was used to identify the materials
and their structures, employing a Bruker D8 Discover apparatus
equipped with a LynxEye type detector. Fourier transform infrared
(FTIR) spectroscopy was used to identify the functional groups of
the melanin and solids with a Digilab Excalibur FTS 3000 equip-
ment. Nitrogen physisorption technique was used to obtain the
BET specific surface areas of the materials using a Micromeritics
ASAP 2020 apparatus. Samples were pre-treated at 150 “Cfor6 h
under high vacuum pressure, Scanning electron microscopy with
field emission gun (FEG-SEM) was employed to characterize the
surface morphology using a Mira 3 Tescan microscope.

3. Results and discussion

X-ray diffraction patterns of the melanin, the hydrotalcite and
the hybrid melanin-clay are shown in Fig. 1. The melanin pattern
does not show any diffraction peaks, illustrating the amorphous
character of this compound [7]. In contrast, for the HT sample,
the intense (003),(006),(012),(015),(110)and (113)diffraction
peaks determine a well crystallized hydrotalcite (JCPDS card 014~
0191), but considering the broadness of the diffraction peaks, the
hydrotalcite must be comprised of small particles. From the posi-
tion of the (003) diffraction peak, a basal spacing (dogs) of 8.6 A
resulted, showing that nitrates are the major compensating anions
|8]. When the melanin was integrated into the HT sample, the X-
ray pattern almost reproduced that of the hydrotalcite with the dif-

2
=
2
=

i

Mt

Intensity (2. w.)

f

S
T ol faladolb e

Y Y
s B &

4
St~
=

=

=

“20
Fig. 1. X-ray diffraction pattemns of the melanin (M), the ZaAl-hydrotalcite (HT) and
hybeid melanin-hydrotalcite sample (M- HT).

ference being that a shoulder in the (003) peak appeared, most
probably attributed to an arrangement of anions in a crown mode
[8]. The melanin cannot be noticed in the diffractogram of the
hybrid material. The melanin, indeed, is not crystalline and, consid-
ering that no changes in the base line of the diffractogram exist, the
melanin must be composed of very small particles. By FTIR spec-
troscopy (figure not shown), it was not possible to confirm the
presence of melanin in the hybrid material as all bands corre-
sponding to the functional groups of the hydrotaicite overlapped
those of the melanin.

By nitrogen physisorption technique, the adsorption-desorp-
tion profile of the hybrid M—HT material presented similar profiles
to that of the HT clay, the difference being that the hysteresis loop
started at a higher relative pressure. This indicates that the adsorp-
tion behavior of the clay is influenced by the melanin component,
as is shown by the pore size distributions curves presented in
Fig. 2. The M—HT sample is composed of the assemblage of both
types of porosity: those of ca. 30 A, corresponding to the hydrotal-
cite, and those in the range 70-430 A, corresponding to the mela-
nin compound. The wide pore diameter distribution of the melanin
could be correlated to a very open arrangement of the melanin
chains and, thus, promoting an expansion of the hydrotalcite
lamellae,

The specific surface area of the hydrotalcite (23.0 m?/g) was
similar to that of the melanin (18.8 m?/g), although this latter
value contrasts with values of near zero found by other authors
[9], confirming that, in the present case, the melanin organic chains
are assembled in a very porous arrangement. For the hybrid M- HT
sample, the surface area increased considerably to 2503 m?/g,
indicating that the melanin promotes an expansion of the hydro-
talcite lamellae arrangement of particles resulting in a very porous
structure, probably of the type “house of cards”. Such an arrange-
ment is revealed by the FEG-SEM image of the hybrid melanin-
hydrotalcite shown in Fig. 3.

The melanin agglomerates appear in the form of spherules
(indicated by white circles in Fig. 3) with diameter sizes ranging
from 30 to 90 nm, confirming that the already proposed open
arrangement of the melanin chains resembled a ball of wool. The
hydrotalcite component can be identified by a flake-like arrange-
ment of particles, with approximately 500 nm diameter and
30 nm thickness, which characteristics are often found for hydro-
talcites [4]. Furthermore, it can be observed that the melanin
agglomerates are homogeneously dispersed between the hydrotal-
cite lamellae, probably caused by the opposite charges of the
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Fig. 2. Pore sizes distributions of the melanin (M), hydrotalcite (HT) and hybrid
melanin-hydrotalcite (M- NHT).
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Fig 3. FEG-SEM Image of the melanin-hydrotalcite hybrid material (M -HT sample) ar a magnification of a) 50,000 X and b)100,000 X.

components, as hydrotalcite has positively charged layers while
melanin is negatively charged.

Considering these results, and knowing the antimicrobial activ-
ity of the individual components, the resulting hybrid hydrotalcite
should present an increased activity, with a prospect to be very
efficient in medicinal applications, for example, in ointment for-
mulations for use in skin infections caused by pathogens microor-

ganisms, Note that the hybrid melanin-clay is a nontoxic
compound, environmentally friendly and somewhat
biodegradable,

4. Conclusions

A novel kind of nano-hybrid material composed by melanin-
hydrotalcite was successfully synthesized by impregnating a natu-
ral melanin in an oligodynamic ZnAl-hydrotalcite, The results show
that the hybrid material was composed of an intimate association
of nano-lamellae of the hydrotalcite component with nano-
spherules of melanin, This kind of combination resulted in a hybrid
material with extraordinary enhanced textural properties, showing
a surface area as high as 250.3 m?/g and a very large meso-pore size
distribution. Thus, considering the especially features of the novel
melanin-hydrotalcite nanomaterial presented in this work, an
expectation of usage in medicinal applications could be highly
envisaged, although other applications, for example, in photocatal-
ysis or in electronics as photo-collector devices must be
considered.
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